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1.1. Der Einfluss AICD abhängiger Lipidveränderungen auf die 
APP-Prozessierung und die mögliche Implikation der 
Methylxanthine bei der Alzheimer Erkrankung 
 
Die Alzheimer Krankheit (AD) ist die häufigste Form der Demenz und eine der häufigsten 
Todesursachen in den Industrienationen. AD ist durch neuronale Degeneration 
gekennzeichnet und führt so zum Verlust kognitiver Funktion. Die Pathogenese von AD 
ist unter anderem durch die Akkumulation extrazellulärer amyloider Plaques, bestehend 
aus Amyloid-β (Aβ), dem Auftreten intrazellulärer Neurofibrillenbündel sowie erhöhtem 
oxidativen Stress, einer Veränderung der Elektrophysiologie und einer veränderten 
Lipidkomposition charakterisiert. Aβ entsteht infolge der amyloidogenen Prozessierung 
des Vorläuferproteins APP. Die amyloidogene APP-Prozessierung erfolgt durch die 
proteolytische Aktivität der β- und γ-Sekretase, während die nicht-amyloidogene 
Prozessierung durch die α- und γ-Sekretase vermittelt wird und die Entstehung von Aβ 
unterbindet.  
 
Es wird seit längerem eine genregulatorische Aktivität der intrazellulären Domäne von 
APP (AICD) diskutiert. Verschiedene Forschungsgruppen konnten zeigen, dass AICD 
durch die Aktivität der γ-Sekretase in das Zytosol freigesetzt wird und dort mit 
Adaptorproteinen interagieren kann, um schließlich in den Nukleus zu translozieren. Es 
wurde eine Vielzahl möglicher Zielgene postuliert.  
 
Sowohl APP als auch die APP-prozessierenden Sekretasen sind membranständige 
Proteine. Ein Einfluss der Lipidumgebung auf die APP-Prozessierung konnte in 
zahlreichen Studien bestätigt werden. Weiterhin konnten markante Veränderungen des 
Lipidprofils im Hirngewebe von AD-Patienten demonstrieren werden. Daher werden 
Veränderungen der Lipidkomposition sowohl in der Entstehung der AD als auch im 
Verlauf der Erkrankung diskutiert. 
 
Diese Arbeit untersucht den Einfluss von AICD auf die Lipidspezies der 





Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Lipidextrakte von AICD-defizienten Zellen 
und von Wildtyp-Zellen extrahiert, massenspektrometrisch analysiert und der Anteil der 
mehrfach ungesättigten Fettsäuren der einzelnen Lipidspezies untersucht. 
 
Die Lipidextrakte AICD-defizienter Zellen zeigten vor allem in der Lipidspezies der 
Phosphatidylethanolamine ein erhöhtes Verhältnis von mehrfach ungesättigten 
Fettsäuren im Vergleich zu gesättigten oder einfach ungesättigten Fettsäuren sowie eine 
erhöhte Konzentration von Docosahexaensäure. Außerdem wurde der bereits 
publizierte Einfluss von AICD auf die Ceramide und Plasmalogene bestätigt.  
 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der generierten Lipidextrakte auf die  β- 
und auf die γ-Sekretase untersucht. Hierfür wurden humane Neuroblastom-Zellen und 
murine Fibroblasten mit Lipidextrakten behandelt. Die Lipidextrakte AICD-defizienter 
Zellen führten zu einer signifikanten Reduktion des Gesamt-Aβ, während die 
Lipidextrakte von Wildtyp- und von AICD-überexprimierenden Zellen zu einer Erhöhung 
führten. Als Mechanismus konnte eine direkte, modifizierende Wirkung der Lipidextrakte 
sowohl auf die β- als auch auf die γ-Sekretase identifiziert werden. 
 
Es besteht eine bidirektionale Wechselwirkung zwischen der APP-Prozessierung und 
der Lipidhomöostase. Das Verständnis dieser Interaktion soll in dieser Arbeit durch den 
Einfluss von AICD auf die mehrfach ungesättigten Fettsäuren ergänzt werden. 
 
Abschließend untersucht diese Arbeit die Methylxanthine Coffein und Propentofyllin. 
Beide Substanzen werden als therapeutische Optionen für die Behandlung der AD 
diskutiert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein direkter Effekt der Methylxanthine auf die 











1.2. The influence of AICD mediated lipid changes on APP 
processing and the implications of methylxanthines for 
Alzheimer dementia  
 
Alzheimer´s disease (AD) is the most common type of dementia and a leading cause of 
death in the first world. AD is defined by neuronal degeneration leading to a loss of 
cognitive function. The pathogenesis of AD is characterized by the accumulation of 
amyloid plaques, consisting of amyloid-β, the occurrence of intracellular neurofibrillary 
tangles, oxidative stress, alterations of the electrophysiology and a change in lipid 
composition. Aβ is produced as a result of the amyloidogenic processing of its precursor 
protein APP. The amyloidogenic proteolysis of APP is mediated by the β- and γ-
secretase, while the non-amyloidogenic pathway mediated by α- and γ-secretase activity 
excludes the production of Aβ. 
 
The intracellular domain of APP is discussed to have gene-regulatory properties. Various 
research teams demonstrated that AICD is liberated into the cytosol by γ-secretase 
activity and able to interact with adaptor proteins, finally translocating in to the nucleus. 
A multitude of possible target genes were postulated in this context. 
 
Both APP and the APP-processing secretases are membrane bound proteins and an 
effect of the lipid environment on the processing of APP was demonstrated in multiple 
studies. Additionally, various research teams observed striking alterations of the lipid 
profile in the brain tissue of AD patients. As a result, changes of the lipid profile are 
discussed in the development and the course of AD. 
 
This thesis studies the impact of AICD on phosphatidylcholin, phosphatidylethanolamin, 
ceramides and lysed phosphatidylcholin. 
 
Lipid extractions of both AICD-deficient cells and wild type cells were generated and 
analyzed by mass spectrometry. The saturation level of each lipid was investigated.  
 
The lipid extractions of AICD-deficient cells showed an increase in poly unsaturated 
phosphatidylethanolamine as compared to single unsaturated or saturated fatty acids 
and an increase in docosahexaenoic acid. Additionally the already published effect of 
AICD on ceramid and plasmalogen levels was reproduced. 
 
The second part of the thesis studied the effect of the generated lipid extracts on the β- 
and γ-secretase. Humane neuroblastoma cells and murine fibroblasts were treated with 
4 
 
the lipid extracts and total Aβ was quantified using Western blotting. The incubation of 
lipid extracts from AICD-deficient cells resulted in a significant reduction of total Aβ 
levels, while the lipid extracts of AICD expressing cells lead to an increase. 
Mechanistically, this thesis demonstrates a direct modification of β- and γ-secretase 
activity by the lipid extractions. A bidirectional interaction between APP-processing and 
the lipid homeostasis has been described. The effect of AICD on poly unsaturated fatty 
acids additionally contributes to this interaction.  
 
Lastly, this thesis examines the xanthine compounds Caffeine and Propentofylline. Both 
substances have been discussed as therapeutic options in the treatment of AD. The 






































2.1. Die Alzheimer Krankheit 
Die Alzheimersche Krankheit (engl. „Alzheimer´s disease“, AD) ist eine multifaktorielle, 
neurodegenerative Erkrankung und die häufigste Ursache für Demenz und eine der 
führenden Todesursache in Ländern mit hoher Lebenserwartung (Plassman et al. 2007, 
Prince et al. 2016). 
AD ist durch einen progredienten Verlust der kognitiven Fähigkeiten, sowie einem 
eingeschränkten Erinnerungsvermögen und Veränderungen des Verhaltens und der 
Psyche gekennzeichnet (Alzheimer et al. 1991, Maurer et al. 1997). 
2.1.1. Epidemiologie  
AD ist vor allem mit einem höheren Lebensalter assoziiert und weist eine mit 
fortschreitendem Alter stetig zunehmende Prävalenz auf. Weltweit waren 2015 zirka 
46,8 Millionen Menschen von Demenz betroffen (World Alzheimer Report 2015). Die 
Prävalenz von Demenzerkrankungen bei über 60 jährigen Patienten wird auf ca. 5% 
geschätzt, wobei AD für über 60% der Fälle verantwortlich ist (Ferri et al. 2005, Reitz 
and Mayeux 2014) und steigt auf ca. 30% bei 85-89 jährigen Patienten an (Ferri et al. 
2005, Hofman et al. 1991, Ott et al. 1995). 
 
AD ist eine signifikante Belastung für Gesundheitssysteme weltweit (World Alzheimer 
Report 2018). Die sozio-ökonomische und wirtschaftliche Bedeutung von AD wird durch 
die demographische Entwicklung, insbesondere in den Industrienationen, weiter 
akzentuiert (Brookmeyer et al. 2007, Reitz and Mayeux 2014). Es ist zu erwarten, dass 
bedingt durch den Anstieg der durchschnittlichen Lebenserwartung, kombiniert mit 
einem Mangel einer adäquaten Früherkennung und Therapie, die Prävalenz und die 
verursachten Kosten maßgeblich steigen werden (Brookmeyer et al. 1998, Jankowiak et 
al. 2006). Der World Alzheimer Report 2015 geht davon aus, dass sich die Anzahl der 
Demenzkranken bis 2030 annähernd verdoppeln bzw. bis 2050 sogar verdreifachen 
wird. 
2.1.2. Krankheitsbild 
AD kann klinisch in mehrere Phasen unterteilt werden (Alzheimer’s Disease Facts and 
Figures 2015). Die präsymptomatische Phase der Erkrankung kann der klinischen 
Manifestation und Diagnose von AD Jahre bis sogar Jahrzehnte vorrausgehen (Reiman 
et al. 2016, Twamley et al. 2006, Vlassenko et al. 2016).  
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Das Stadium der milden kognitiven Einschränkungen (engl. „mild cognitive impairment“, 
MCI) ist durch funktionelle Einschränkungen der kognitiven Fähigkeiten, insbesondere 
der Sprache, des Gedächtnisses, sowie der räumlichen und zeitlichen Orientierung 
gekennzeichnet (Dickerson et al. 2011, Garcia-Herranz et al. 2016, Iacono et al. 2014). 
Eine Beeinträchtigung des Kurzzeit-Gedächtnisses markiert häufig den klinischen 
Beginn der AD, wobei das Langzeit-Gedächtnis in der Regel lange funktionsfähig bleibt 
(Cook 1979, Ercoli et al. 2006). Die kognitiven Störungen gehen häufig mit einer 
Beeinträchtigung des Affekts wie Depression und Apathie einher (Bungener and Jouvent 
2004, Leszek et al. 2016, Mahoney et al. 2005).   
Die Spätphase der Erkrankung ist neben dem Verlust von Muskelmasse von einer 
starken Reduktion der sprachlichen Fähigkeiten und des Gedächtnisses charakterisiert, 
was den massiven Pflegebedarf des terminalen AD-Patienten begründet (Masters et al. 
2006, Yeaman et al. 2013). AD führt in der Regel drei bis zehn Jahre nach der Diagnose 
durch sekundäre Erkrankungen wie Lungenentzündung oder Herzinfarkt zum Tode 
(Kukull et al. 1994, Stern et al. 1997). 
 
Es werden zwei Formen von AD unterschieden:  
Die deutlich häufigere, sporadische Form tritt normalerweise im höheren Lebensalter auf 
und wird auch als Late Onset AD (LOAD) bezeichnet (Kehoe et al. 1999, Lewis F. I. and 
Torgerson 2016). Ein hohes Lebensalter stellt den eindeutigsten Risikofaktor für die 
Entwicklung einer Demenzerkrankung da (Carmona et al. 2018). Es wurden eine Reihe 
von Risikofaktoren wie Hypercholesterinämie, Arteriosklerose, Übergewicht, Diabetes 
mellitus sowie Hypertonie identifiziert (Kivipelto et al. 2005, Shimizu et al. 2011, Whalley 
et al. 2013). Zusätzlich wurde das ε4-Allel des Apolipoproteins E als bedeutender, 
genetischer Risikofaktor für die Entwicklung einer AD beschrieben (Hyman and 
Holtzman 2015, Marz et al. 1996, Pirttila et al. 1996, Tsai et al. 1994, von Strauss et al. 
1999).  
Die familiäre Form der AD (FAD), die 5% der Gesamtheit aller AD-Fälle ausmacht, ist 
mit einer genetischen Komponente assoziiert (Hirst et al. 1994, Lee J. H. et al. 2004a).  
Die Erkrankung tritt deutlich früher auf, zumeist vor dem 60. Lebensjahr, in seltenen 
Fällen sogar schon im Jugendalter (Brickell et al. 2006). Als Ursache gelten Mutationen 
in Genen, die an der proteolytischen Spaltung des Amyloid Precursor Proteins (APP) 
beteiligt sind. Hierzu zählen unter anderem Presinilin 1 und 2 (PS1/2) und APP selbst 




2.2. Histopathologische Veränderungen 
AD wird durch neuronale Degeneration in verschiedenen Hirnregionen, insbesondere 
des Cortexes, des Subcortexes und des Hippocampus, charakterisiert (Benes et al. 
1991, Masters et al. 1985b, Mizutani et al. 1990). Zu den wichtigsten histopathologischen 
Veränderungen bei AD gehören die bereits 1906 von Alois Alzheimer beschriebenen, 
extrazellulären Amyloid-Plaques (engl. „senile plagues“), bestehend aus Aß-Peptiden, 
sowie intrazelluläre, neurofibrilläre Bündel (engl. „Neurofibrillary tangles“, NFT), 
bestehend aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein (Grundke-Iqbal et al. 1986, Kosik et 
al. 1986, Ksiezak-Reding et al. 1987, Masters et al. 1985b). Beide Veränderungen sind 
krankheitstypisch, jedoch nicht spezifisch. 
 
 
Abbildung 1: Koronarer Schnitt eines Hochleistung MRT Scans  
In rot dargestellt ist der ventrale Anteil des Hippocampus. Hier ist eine deutliche Atrophie im Gehirn des 
AD Patienten im vergleich zu einer gesunden Kontrollperson zu erkennen. Weiterhin kommen ein deutlich 
dilatiertes Ventrikelsystem, sowie eine Atrophie der Großhirnrinde im Gehirn des AD Patienten zur 
Darstellung. 
Verändert nach Teipel et al. 2015 
2.2.1. Aß-Plaques 
Amyloid-Plaques setzen sich aus hydrophoben Amyloid-ß-Peptiden (Aß) zusammen. Aß 
seinerseits kommt in einer Reihe von Isoformen vor, wobei AßX-40 am häufigsten 
vorkommt und durch die proteolytische Spaltung von APP entsteht (Aguzzi and Haass 
2003, Masters et al. 1985a). Aß wird sowohl unter pathologischen Bedingungen, als 
auch im physiologischen Zellmetabolismus gebildet (Haass et al. 1992, Pardossi-
Piquard and Checler 2012, Trabace 2014). Es wird angenommen, dass die APP-
Prozessierung bei AD dysreguliert ist und es zu einer Akkumulation von Aß im 
Hirngewebe kommt (Hilbich et al. 1991, Pike et al. 1991).  
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Weiterhin wurde demonstriert, dass Aß an physiologischen Funktionen wie der 
Kommunikation zwischen Neuronen beteiligt ist (Abramov E. et al. 2009), aber in 
erhöhter Konzentration neurotoxisch wirkt (Ito et al. 2003, Kam et al. 2014, Tsay et al. 
2013). 
 
Es wurden verschiedene Aß-Isoformen identifiziert, wobei Aß40 und Aß42 am 
häufigsten vorkommen (Henriques et al. 2007, Mawuenyega et al. 2013). Aß42 ist die 
Hauptkomponente amyloider Plaques (Portelius et al. 2010a). Längere Amyloid-ß-
Peptide gelten als amyloidogener und es wurde beschrieben, dass einer quantitative 
Verschiebung von kürzeren zu längeren Aß, insbesondere Aß42, eine pathologische 
Bedeutung zukommt (Colaianna et al. 2010, Jarrett and Lansbury 1993, Rebeck et al. 
2010). Zahlreiche weitere Isoformen wurden in den letzten Jahren identifiziert, wobei die 
Bedeutung dieser Isoformen in der Pathogenese von AD noch nicht vollständig 
verstanden wurde (Portelius et al. 2010a, Portelius et al. 2010b). 
 
Die Aggregationsneigung von Aß42 ist in zwei zusätzlichen, hydrophoben Aminosäuren 
(Isoleucin an Position 41 und Alanin an Position 42) begründet und führt zu dem 
dominanten Vorkommen von Aß42 in amyloiden Plaques (Iwatsubo et al. 1994, Lippa et 
al. 1998, Shin R. W. et al. 1997). Es wurde demonstriert, dass insbesondere die 
oligomere Form von Aß neurotoxische Eigenschaften besitzt (Lesne et al. 2006). Einige 
Studien gehen davon aus, dass es zu der Bildung von Hybrid-Aggregaten, die sich 
sowohl aus Aß42 als auch aus Aß40 zusammensetzen und sich durch eine gesteigerte 
Neurotoxizität auszeichnen, kommt (Bitan et al. 2003, Chang C. C. et al. 2013). Die 
Aggregationsfähigkeit der Aß-Peptide ist in der sogenannten KLVFFA-Region 
begründet; diese Hexapeptid-Sequenz ermöglicht die Interaktion zweier Aß-Monomere 
und führt zu der Formierung von Dimeren und schließlich komplexeren Aggregaten (Kino 
et al. 2015, Landau et al. 2011, Lowe et al. 2001, Moss et al. 2003). 
Bei einem Großteil der FADs können ein Anstieg des Gesamt-Aß oder des Aß42/Aß40 
Quotienten nachgewiesen werden (Kowalska 2004, Mehta and Pirttila 2005, Tagami et 
al. 2014). 
 
Der Aß-Anabolismus bestimmt den zerebralen Aß-Gehalt und seine Zusammensetzung 
(Hardy J. and Selkoe 2002). Gleichzeitig wird Aß sowohl durch Aß-degradierende 
Enzyme, insbesondere dem Insulin-degradierenden Enzym IDE und Neprylisin, 
abgebaut und durch verschiedene Transportmechanismen beseitigt (Bulloj et al. 2010, 
Liu Y. et al. 2010, MA 2013). 
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Es konnte bisher keine eindeutige Korrelation zwischen Aß-Plaques und der Entstehung 
und Progredienz von AD gezeigt werden, dennoch gelten Aß-Oligomere aufgrund ihrer 
zytotoxischen Eigenschaften als einer der wichtigsten Faktoren in der multifaktoriellen 
Genese von AD (Hardy J. and Selkoe 2002).  
Zahlreiche Studien zeigten aber auch, dass Aß physiologische Funktonen erfüllt und 
nicht zwangsläufig toxisch ist (Pearson and Peers 2006). Es konnte demonstriert 
werden, dass Aß eine Rolle in der Kontrolle der synaptischen Aktivität und des 
neuronalen Wachstums spielt, eine Schutzfunktion gegenüber oxidativen Stress und 
Toxinen erfüllt, die zerebrale Lipidhomöostase reguliert sowie über 
entzündungsfördernde Eigenschaften, die auch für die Pathogenese von Alzheimer 
bedeutsam sind, verfügt. (Azizi and Mirshafiey 2012, Du Yan et al. 1997, Holmes C. et 
al. 2011). Erst kürzlich wurde Aß als antimikrobielles Peptid identifiziert (Tanzi et al. 
2010).  
 
Die „Amyloid-Kaskaden-Hypothese“ beschreibt die Formierung von Aß als Initialereignis, 
das eine Kaskade einleitet, die zu zellulären Untergang und der Ablagerung von Tau 
führt (Barage and Sonawane 2015, Hardy J. A. and Higgins 1992, McGeer and McGeer 
2013).   
2.2.2. TAU 
Das zeitliche Auftreten und die Verteilung der Taupathologie ist Grundlage für die 
sogenannten Braak-Stadien, welche die Einteilung der AD in sechs Verlaufsstadien 
erlauben (Gertz et al. 1996). Diese Verlaufsstadien werden analog zum Befall 
bestimmter Hinregionen mit neurofibrillären Ablagerungen klassifiziert (Gertz et al. 1996, 
Jellinger 2000). Demnach sind neurofibrilliäre Ablagerungen zunächst im 
transentorhinalen Kortex, anschließend im limbischen System und zuletzt neokortikal 
nachzuweisen (Corder et al. 2000, Gertz et al. 1996, Grober et al. 1999). 
 
Das Tau-Protein selbst ist ein zytosolisches Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das 
Mikrotubuli bindet und an ihrer Formation beteiligt ist (Goedert et al. 1988, 
Papasozomenos 1989a, b). 
Im Kontext der Alzheimer-Pathologie ist eine übermäßige Phosphorylierung der Tau-
Proteine zu beobachten, was zu einer unkontrollierten Aggregation und schließlich zu 
der Bildung von NFTs führt (Lovestone et al. 1994). Diese NFTs lassen sich auch bei 
anderen Tauopathien nachweisen und haben zytotoxische Effekte (Lei et al. 2010). Die 
Beeinträchtigung der Mikrotubuli-Funktion führt zu einer Destabilisierung des 




2.3. Proteolytische Prozessierung des amyloiden Vorläufer 
Proteins APP 
Aß entsteht aus der proteolytischen Prozessierung des amyloiden Vorläufer Proteins 
APP (engl. „amyloid precursor protein“) (Haass et al. 1992). APP kann über einen 
amyloidogenen und einen nicht-amyloidogenen Weg prozessiert werden (Haass and 
Selkoe 1993). Die Proteolyse von APP wird prinzipiell von drei Proteasen, die aufgrund 
ihrer Funktion im sekretorischen Zellkompartiment auch als Sekretasen bezeichnet 
werden, realisiert. Diese Enzyme werden als α-, β- und γ-Sekretase bezeichnet. Die 
amyloidogene Prozessierung führt zu der Formierung von Aß und wird von der ß- und γ-
Sekretase katalysiert, während die nicht-amyloidgene Prozessierung die Aβ-Produktion 
ausschließt und α- und γ-Sekretase vermittelt ist (De Strooper 2003, Lammich et al. 
1999, Steiner et al. 2008). 
2.3.1. Das amyloide Vorläufer Protein APP 
APP ist ein ubiquitär vorkommendes, integrales Transmembran-Protein. Strukturell setzt 
sich APP aus einer großen, N-terminalen Ektodomäne (Aminosäuren 1-624, basierend 
auf APP695), einer einfachen, hydrophoben Transmembrandomäne (AA 625-648) und 
einem kurzen, intrazellulären Abschnitt (AA 649-695) zusammen (Dyrks et al. 1988, 
Kang et al. 1987).  
APP liegt in verschiedenen Isoformen vor, die durch alternatives Spleißen von Exon 7 
und 8 generiert werden. Die wichtigsten Isoformen sind APP770, APP751 und APP695 
(Bezeichnung beschreibt Anzahl der Aminosäuren (Belyaev et al. 2010, Sandbrink et al. 
1994). Im Gehirn kommt APP695 primär neuronal vor und wird im Verhältnis zu den 
anderen Isoformen APP770 und APP751 stärker exprimiert (Niederwolfsgruber et al. 
1998, Thinakaran and Koo 2008). Das Verhältnis der mRNS der einzelnen APP 
Isoformen im Cortex des Menschen beträgt ungefähr АРР770/АРР751/АРР695 = 
1:10:20 (Nalivaeva and Turner 2013). 
Die physiologische Funktion von APP ist nicht vollständig erklärt. APP wird aber eine 
Bedeutung für die Maturierung und Differenzierung von Neuronen, der Synaptogenese 
sowie der Zelladhäsion zugesprochen (Hung et al. 1992, Sabo et al. 2001, Soba et al. 
2005, Wang P. et al. 2005, Zheng and Koo 2006). APP-knockout Mäuse zeigten 
altersabhängige kognitive Defizite und eingeschränkte Langzeitpotenzierung (Dawson 





Abbildung 2: Architektur von APP und seinen proteolytischen Fragmenten  
A: Struktur und räumliche Verteilung der APP-Domäne. Die Nummerierung bezieht sich auf APP695. Die 
Schnittstellen der Sekretasen und die Position der Motive sind beschriftet. Die Motive werden im Detail in 
2.3.5 beschrieben. Die Transmembrandomäne ist grau unterlegt.  
B: Sequenz und proteolytische Fragmente des C-Terminus. Nummerierung bezieht sich auf APP695. Die 
Motive innerhalb von AICD sind farblich markiert. Die Sequenz von 597 bis 639 entspricht Aβ42.   
Abbildung verändert nach Müller und Wild 2013 (Wild 2013). 
APP und die Proteine APP like protein 1 und APP like Protein 2 (APLP1 und APLP2) 
bilden zusammen eine Proteinfamilie, die bei allen Wirbeltieren vorkommt (Kang et al. 
1987, Luo et al. 1990). Die physiologische Bedeutung der APP-Familie wird durch 
perinatale Letalität in Mäusen, die keines der APP-Homologe exprimieren, unterstrichen 
(Heber et al. 2000, Herms et al. 2004, Wang P. et al. 2005). APLP1 und ALPL2 enthalten 
anders als APP keine Aβ-Domäne.  
Die Proteine werden während ihres intrazellulären Transports zur Zelloberfläche 
posttranslational N- und O-glykosyliert und sind in der Plasmamembran als Typ I-
Transmembranproteine verankert (Bayer et al. 1997, Paliga et al. 1997, Slunt et al. 
1994). APLP1 wird im Gegensatz zu APP ausschließlich im Gehirn exprimiert (Lorent et 
al. 1995).  
Das APP kodierende Gen befindet sich auf Chromosom 21 und enthält 18 Exons 
(Goldgaber et al. 1987a, Goldgaber et al. 1987b, Yoshikai et al. 1990). Eine 
Überexpression von APP ist mit einer erhöhten Erkrankungswahrscheinlichkeit mit AD, 
sowie einer früheren Manifestation der Erkrankung assoziiert (Chartier-Harlin et al. 1991, 
Games et al. 1995, Murrell et al. 1991). Bei der Trisomie 21, also dem dreifachen 
Vorliegen des Chromosoms 21, wird APP dementsprechend überexprimiert, wodurch 
das klinische Vorliegen einer Demenz ungefähr Drei mal so häufig wie in der allgemeinen 
Bevölkerung diagnostiziert wurde  (Hamlett et al. 2016, Rasmussen and Sobsey 1994, 




Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass ApoE die APP-Transkription stimulieren kann 
(Huang Y. A. et al. 2017). Es wurde beobachtet, dass humane Neurone, die zusammen 
mit Glia-Zellen inkubiert wurden 2 bis 3 Mal so viel Aß40 und Aß42 sekretierten, wie 
Neurone, die mit MEF-Zellen inkubiert wurden (Huang Y. A. et al. 2017). 
Eine mechanistische Erklärung konnten Huang et. al durch die Inkubation von 
rekombinanten ApoE2, ApoE3 und ApoE4 auf humanen Neuronen erzielen und 
entdeckten folgenden Mechanismus: Glia-Zellen sekretieren ApoE, das an den ApoE-
Rezeptor bindet; die Stimulierung des ApoE-Rezeptors führt zu der Aktivierung von DLK 
(engl. „dual leucine-zipper kinase“),  einer MAP-Kinase Kinase Kinase, die wiederum 
MAP2K7 (engl. „MAP kinase kinase 7“) und ERK1/2 (engl. „extracellular signal–
regulated kinases“) aktiviert (Huang Y. A. et al. 2017). ERK1/2 stimuliert über die 
Phosphorylierung von cFos und der damit einhergehenden Transkription von AP-1 die 
Transkription von APP (Huang Y. A. et al. 2017). Interessanterweise sind die einzelnen 
ApoE-Isoformen unterschiedlich potent in Bezug auf die Stimulation der APP-
Transkription: ApoE4 stimuliert die APP-Transkription über den oben beschrieben 
Mechanismus deutlich stärker als ApoE2, wobei die Potenz von ApoE3 zwischen den 
beiden liegt (Huang Y. A. et al. 2017). Dies ist bemerkenswert, da ApoE4 als wichtigster 
genetischer Risikofaktor gilt und der dargestellte Mechanismus eine Erklärung liefert.  
Eine weitere Erklärung für die Rolle von ApoE4 bei AD liefert eine aktuelle Studie, die 
eine Assoziation zwischen ApoE4 und einem reduzierten Transport von DHA ins zentrale 
Nervensystem beobachtet hat (Yassine et al. 2016). 
2.3.2. Die Sekretasen 
Die α-Sekretase gehört zu einer großen Familie von proteolytischen Proteinen, die 
allgemein als ADAMs bezeichnet werden (engl. „a disintegrin and metalloprotease“) 
(Buxbaum et al. 1998, Lammich et al. 1999).  
Bei dieser Familie handelt es sich um membrangebundene Metallo-Enzyme, die Zink als 
Ko-Faktor benötigen (Seals and Courtneidge 2003). Es sind mehr als 30 ADAMs 
bekannt von denen aber nur ADAM9, ADAM10 und ADAM17 eine relevante Aktivität bei 
der Prozessierung von APP zugesprochen wird (Asai et al. 2003, Fahrenholz et al. 2000, 
Gatta et al. 2002, Lammich et al. 1999, Schroeder et al. 2009, Tousseyn et al. 2009). 
ADAM10 ist dabei maßgeblich für die APP-Prozessierung verantwortlich (Kuhn et al. 
2010). Wird die Aktivität von ADAM10 eingeschränkt, führt dies zu der Entwicklung einer 
AD-artigen Neuropathologie und erhöhten Aβ-Konzentrationen im ZNS (Epis et al. 
2010). Die α-Sekretase realisiert die proteolytische Spaltung des extrazellulären Anteils 
von APP, wobei die Schnittstelle der α-Sekretase sehr nah an der Zellmembran 
zwischen Lys-16 und Leu-17 lokalisiert ist (Hooper N. M. and Turner 1995, Lichtenthaler 
and Haass 2004, Shin R. W. et al. 2005).  
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Diese Spaltung findet im Bereich der Aβ-Domäne statt und schließt eine anschließende 
Prozessierung durch die β-Sekretase aus und wird daher auch als nicht-amyloidogene 
Prozessierung denotiert. (Lichtenthaler and Haass 2004).  
Die Prozessierung von APP durch die α-Sekretase führt zu der Freisetzung einer großen, 
extrazellulären APP-Domäne (engl. „soluble α-secreted APP“, sAPPα), die als 
neuroprotektiv gilt, sowie der Formierung eines membrangebundenen, C-terminalen 
Fragments, das als α-CTF bezeichnet wird (Furukawa et al. 1996, Mattson et al. 1999, 
Meziane et al. 1998). 
 
Die Typ- 1 membrangebundene Aspartyl-Protease BACE-1 (engl. „β-site APP-cleaving 
enzyme“) schneidet, ähnlich wie die α-Sekretase, die Ektodomän von APP (Marlow et 
al. 2003) und wurde zwischen 1999 und 2000 von fünf verschiedenen 
Forschungsgruppen als β-Sekretase identifiziert (Hussain et al. 1999, Lin et al. 2000, 
Sinha et al. 1999, Yan et al. 1999). Die Proteolyse von APP durch BACE1 resultiert in 
der Freisetzung einer extrazellulären APP-Domäne (engl. „soluble β-secreted APP“, 
sAPPβ) und der Formation eines membrangebundenen, C-terminalen Fragments, das 
als β-CTF bezeichnet wird (Vassar et al. 1999). 
Die Schnittstelle von BACE2, einem engen BACE1-Homolog, liegt innerhalb der Aβ-
Region und schließt dementsprechend die Formierung von Aβ aus (Farzan et al. 2000). 
BACE1 verfügt über eine einzelne Transmembran-Domäne in der Nähe zu ihrem C-
Terminus und einen palmitoylierten, zytoplastischen Schwanz (Benjannet et al. 2001). 
BACE1 ist besonders in Cholesterin-reichen Mikrodomänen, die im angelsächsischen 
als Lipid-Raft bezeichnet werden, lokalisiert und übt vorwiegend hier seine proteolytische 
Aktivität aus (Riddell et al. 2001).  
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Cholesterin als auch die Formierung von 
Glykosylphosphatidylinositol-Ankern für die enzymale Aktivität der β-Sekretase von 
Bedeutung sind (Marlow et al. 2003, Tun et al. 2002).  
Als Initiator der amyloidogenen APP-Prozessierung ist BACE1 ein attraktives 
therapeutisches Ziel, das in zahlreichen klinischen und experimentellen Arbeiten 
untersucht wird (John S. et al. 2011, John V. et al. 2003). In diesem Kontext wurde die 
physiologische Bedeutung der β-Sekretase erforscht und es konnte gezeigt werden, 
dass durch den vollständigen Knockout der β-Sekretase kein Aβ gebildet wird, aber es 
auch zu Anomalien des Verhaltens und der kognitiven Fähigkeiten der betreffenden 
Mäuse kommt (Filser et al. 2015, Laird et al. 2005, Ohno et al. 2004). Diese 
Verhaltensanomalien können unter anderem durch die Bedeutung der β-Sekretase bei 
der  Myelinisierung von peripheren Nerven und die Funktion der Schwann-Zellen erklärt 
werden (Farzan et al. 2000).  
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der β-Sekretase mit der Formierung 
von Aβ korreliert und dass die Enzymaktivität der β- Sekretase signifikant in Gehirnen 
von AD-Patienten erhöht war (Yang L. B. et al. 2003). 
 
Die γ-Sekretase ist ein Multienzym-Komplex, dessen katalytisches Zentrum von 
Presenilin 1 (PS1) oder 2 (PS2) gebildet wird (Esler et al. 2002, Micchelli et al. 2003, 
Steiner et al. 1998, Wolfe 2012). Der komplette Funktionsverlust der γ-Secretase nach 
PS1 und PS2 Knockout identifiziert PS als katalytisches Zentrum (De Strooper 2003, 
Herreman et al. 2003). Neben PS1/PS2 ist die Funktion der γ-Sekretase von drei 
weiteren Proteinen abhängig: Nicastrin (NCT), anterior pharynx defective-1a oder b 
(APH-1a/b) und presenilin enhancer (PSENEN) (De Strooper 2003, Grimm M. O. et al. 
2002, Sisodia and St George-Hyslop 2002). Als Aspartat-Protease prozessiert die γ-
Sekretase zahlreiche Substrate, insbesondere APP und den Notch-Rezeptor 
(Olsauskas-Kuprys et al. 2013, Steiner et al. 2008). Die γ-Sekretase ist in verschiedenen, 
intrazellulären Kompartimenten sowie der Plasmamembran lokalisiert (Chyung et al. 
2005, Iwatsubo 2004). 
Die γ-Sekretase übt eine proteolytische Aktivität sowohl auf α-CTF als auch auf β-CTF 
aus und die Proteolyse von β-CTF durch die γ-Sekretase resultiert in der Bildung einer 
48 oder 49 Aminosäuren langen Isoform von Aβ sowie einer intrazellulären Domäne 
(engl. „APP intracellular domain“, AICD) (Kimberly et al. 2001, McLoughlin and Miller 
1996, Steiner et al. 2008). Mechanistisch beginnt die Proteolyse der APP-Fragmente 
durch die γ-Sekretase an der dem Zytosol zugewandten Zellmembran und setzt sich 
über mehrere sukzessive Schnittstellen bis zur Mitte der Zellmembran fort (Zhang Yun-
wu et al. 2011). Die enzymatische Aktivität der γ-Sekretase wird durch die 
Lipidkomposition und die Membranfluidität der Zellmembran beeinflusst (Di Paolo and 
Kim 2011, Grziwa et al. 2003). 
2.3.3. Regulierte intramembran Proteolyse 
Die Prozessierung von APP durch die γ-Sekretase wird als regulierte intramembranöse 
Proteolyse (engl. „regulated intramembrane proteolysis“, RIP) bezeichnet. Die regulierte 
intramembranöse Proteolyse setzt sich aus zwei Schritten zusammen: Der Proteolyse 
einer extrazellulären Domäne und der anschließenden Proteolyse des Substrates in der 
Mitte der transmembran-Domäne (Brown et al. 2000, Strooper and Annaert 2001). Im 
Kontext der amyloidogenen Prozessierung wird APP zuerst extrazellulär von der β-
Sekretase proteolytisch geschnitten und dann anschließend von der γ-Sekretase 





Das RIP-System ist ebenfalls für die Kontrolle des Lipid-Haushalts innerhalb einer Zelle 
verantwortlich. Eine verringerte Verfügbarkeit von Sterolen führt zu der Aktivierung eines 
transmembran-Proteins des endoplasmatischen Retikulums, das als SCAP (engl. „sterol 
regulatory- element-binding protein (SREBP) cleavage-activating protein“) bezeichnet 
wird (Goldstein J. L. et al. 2002, Ye J. and DeBose-Boyd 2011). SCAP transportiert 
SREBP vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat, wo SREBP proteolysiert 
wird (Goldstein J. L. et al. 2002, Nohturfft et al. 1999, Yang T. et al. 2000). Diese 
Proteolyse führt zu der Freisetzung eines aktiven Transkriptions-Faktors namens site-2 
protease (S2P) (Nohturfft et al. 1999). Das freigesetzte Fragment diffundiert zum 
Nukleus, wo es die Aktivität bestimmter Gene, welche die Lipid-Synthese und Aufnahme 
steuern, reguliert (Goldstein J. L. et al. 2002).  
Der SREBP-Weg war das erste RIP-System, das als solches identifiziert wurde 
(Goldstein J. L. et al. 2002). 
2.3.4. Proteolytische Prozessierung von APP und die Entstehung von Aβ 
Die Proteolyse von APP im Bereich der Aβ-Domäne durch die α-Sekretase initiiert den 
nicht-amyloidgenen Weg und verhindert die spätere Formierung von Aβ (Lammich et al. 
1999). Die proteolytische Spaltung durch die α-Sekretase führt zu der Formierung des 
extrazellulären sAPPα (engl. „soluble α-secreted APP“) und des membrangebunden, C-
terminalen Fragments α-CTF (engl. “α-cleaved C-terminal fragment”) (Hooper N. M. and 
Turner 2002, Lammich et al. 1999).  
Die BACE-katalysierte Spaltung von APP durch die β-Sekretase führt zu der Formierung 
von Aβ und initiiert die amyloidgene Prozessierung (Vassar et al. 1999). Die 
amyloidogene Proteolyse resultiert in der Formierung von sAPPβ (engl. „soluble β-
secreted APP“) und β-CTF (engl. „β-cleaved C-terminal fragment“) (Haass et al. 1992, 
Vassar et al. 1999).  Es folgt die Prozessierung von α- und β-CTF durch die γ-Sekretase. 
  
Die durch die γ-Sekretase katalysierte Proteolyse von α-CTF resultiert in der Formierung 
eines verkürzten, nicht-amyloidgonen Peptids, das als p3 bezeichnet wird, während die 
Proteolyse von β-CTF zu der Bildung von Aβ führt (Haass et al. 1992). Sowohl bei der 
amyloidogenen als auch bei der nicht-amyloidgenen Proteolyse durch die γ-Sekretase 
entsteht die intrazelluläre Domäne von APP, kurz AICD (engl. „APP intracellular 
domain“) (Passer et al. 2000). Es wurde die Formierung von Aβ und AICD-Peptiden 
unterschiedlicher Länge beobachtet (Sannerud et al. 2016). Diese Varianz wird durch 
das Vorkommen alternativer Schnittstellen der γ-Sekretase erklärt: Diese Schnittstellen 
sind innerhalb der Transmembrandomäne von APP gelegen, befinden sich aber im 
Vergleich zur konservativen Schnittstelle weiter C-terminal und werden als ε- und ζ-
Schnittstellen bezeichnet (Gu Y. et al. 2001, Yu et al. 2001).  
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Es wird angenommen, dass zunächst der ε-Schnitt an Position 48/49 oder 49/50 
stattfindet (Chavez-Gutierrez et al. 2012, Sastre et al. 2001). Die ε-Schnittstelle scheint 
flexibel bezüglich ihrer Position zu sein, was in verschiedenen Aβ und AICD-Isoformen 
resultiert. Neben dem häufig vorkommenden AICD50 (Die Zahl bezeichnet die Länge 
der Aminosäurenkette), wurde auch die Existenz von AICD48 (Yu et al. 2001) und 
AICD51 (Qi et al. 2003, Sato T. et al. 2003) beschrieben. 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung  
Links: Die proteolytische Prozessierung von APP durch die β-Sekretase BACE1 führt zu der Formierung 
von sAPPβ und β-CTF. β-CTF wird anschließend von der γ-Sekretase prozessiert, wodurch Aβ und AICD 
entstehen. AICD wird in das Zytosol freigesetzt und kann mithilfe bestimmter Adapterproteine in die 
transkriptionelle Genregulation im Nukleus eingreifen.  
Rechts: Die nicht-amyloidogene Prozessierung von APP wird durch die Aktivität der α-Sekretase ADAM 
initiiert, wobei sAPPα und α-CTF entstehen. α-CTF wird von der γ-Sekretase prozessiert und es entstehen 
das nicht-amyloidogene Peptid p3 und AICD. Das durch die nicht-amyloidogene Prozessierung produzierte 
AICD hat nur eine sehr geringe oder keine genregulatorische Wirkung. 
Verändert nach Grimm et al. 2013 
 
Die Aβ48 und Aβ49-Isoformen werden entsprechend des Modells der sukzessiven 
Prozessierung durch die γ-Sekretase nach je drei Aminosäuren proteolysiert (Chavez-
Gutierrez et al. 2012, Qi-Takahara et al. 2005). Aβ48 wird um insgesamt 6 Aminosäuren 





Qi-Takahara et al. postulieren ein Alpha-Helix-Modell für die γ-Sekretasen-abhängige 
Prozessierung (Qi-Takahara et al. 2005). Es wurde beschrieben, dass die 
transmembran-Domäne des β-CTFs die Form einer Alpha Helix annimmt und 3.6 
Residuen für eine vollständige Windung benötigt (Lichtenthaler et al. 1999).  
 
Entsprechend dieses Modells befinden sich die Schnittstellen für Aβ49, 46, 43 und 40 
auf der einen Seite der Alpha-Helix des β-CTFs, während sich die Schnittstellen für 
Aβ48, 45 und 42 auf der anderen Seite befinden. Es wird weiterhin postuliert, dass die 
γ-Sekretase eine Seite der Alpha-Helix, entsprechend des Start-Peptids Aβ48 oder 
Aβ49, bevorzugt und das Peptid sukzessiv nach je drei Aminosäuren prozessiert (Qi-
Takahara et al. 2005). Folglich führt sukzessive Proteolyse von Aβ49 zur Bildung von 
Aβ40, bzw. die Proteolyse von Aβ48 zur Bildung von Aβ42 (Funamoto et al. 2004, Qi-
Takahara et al. 2005). 
2.4. Die Familie der Xanthin-Derivate 
Im Rahmen dieser Arbeit soll zudem der Einfluss der Familie der Xanthine auf die APP-
prozessierenden Sekretasen untersucht und ein möglicher Mechanismus der 
Einflussnahme identifiziert werden.  
Propentofyllin (PPF) und Coffein gehören zur Familie der Xanthin-Derivate und agieren 
sowohl als unselektive, kompetitive Phosphodiesterase-Inhibitoren (Choi et al. 1988, 
Nagata et al. 1985, Numagami et al. 1998) als auch als Antagonisten an den Adenosin-
Rezeptoren (Choi et al. 1988, Fredholm et al. 1992, Ribeiro and Sebastiao 2010). 
Aufgrund ihrer Unspezifität als Phosphodiesterase-Inhibitoren übt die Familie der 
Xanthine zahlreiche biologische Effekte aus. Zu diesen Effekten gehört unter anderem 
die Erhöhung des intrazellulären cAMP und die Aktivierung der Protein Kinase A, die 
Inhibition von immunologischen Botenstoffen wie TNF-Alpha und Leukotrienen sowie 
eine Regulation des Entzündungsprozesses (Banner and Page 1996, Deree et al. 2008, 
Fernandes et al. 2008, Sullivan et al. 1988, van Calker et al. 1979). Die stimulierende 
Wirkung der Xanthine kann weitgehend durch ihre Wirkung auf die Adenosin-
Rezeptoren erklärt werden. Der Agonismus von Adenosin an Adenosin-Rezeptoren, 
insbesondere dem A2a-Rezeptor, verringert den neuronalen Metabolismus und induziert 
Müdigkeit (Davis et al. 2003, Porkka-Heiskanen et al. 1997). Die Xanthine als Adenosin-
Rezeptor Antagonisten reduzieren dementsprechend die Müdigkeits-induzierende 
Wirkung von Adenosin (Huang Z. L. et al. 2005, Nehlig et al. 1992).  
1987 wurden erstmals neuroprotektive Eigenschaften für PPF, damals als HWA 285 
bezeichnet, beschrieben (DeLeo et al. 1987). Im selben Jahr beschrieb (Goto et al. 
1987), dass PPF die Gedächtnisleistung in Ratten verbessern kann. Neuroprotektive 
Eigenschaften von PPF wurden seitdem in verschiedenen Studien bestätigt (Andine et 
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al. 1990, DeLeo et al. 1988, Dux et al. 1990, Saletu et al. 1990). PPF verbessert 
außerdem die Blutversorgung im ZNS sowie den Glukose Metabolismus (Grome et al. 
1996, Kano et al. 1994, Mielke et al. 1998b).  
Neben seinen neuroprotektiven Eigenschaften konnte PPF ebenso die Synthese des 
Nerven-Wachstums-Faktors NGF stimulieren (Nabeshima et al. 1993, Shinoda et al. 
1990). Aufgrund seiner Eigenschaften wurde PPF in verschiedenen Interventionsstudien 
als mögliche Therapie für AD Patienten untersucht. Die Behandlung mit PFF zeigte 
sowohl einen statistisch als auch klinisch signifikanten Effekt in der Behandlung von AD 
Patienten (Kittner et al. 1997, Marcusson et al. 1997, Moller et al. 1994, Rother et al. 
1996). Dennoch konnte eine retrospektive Cochrane Meta-Analyse nur begrenzte 
Evidenz für die Behandlung von AD Patienten mit PFF feststellen (Frampton et al. 2003). 
PPF wurde gut toleriert, zeigte wenig unerwünschte Arzeimittelwirkungen und 
verbesserte den Glukose Metabolismus (Mielke et al. 1998a, Mielke et al. 1998b, Rother 
et al. 1998). 
Coffein, die am meisten verwendete psychoaktive Substanz der Welt, wird ebenfalls als 
therapeutische Option für die Behandlung der AD diskutiert. Verschiedene 
epidemiologische Studien konnten eine inverse Assoziation zwischen dem Konsum von 
Coffein und kognitiven Einschränkungen im Kontext einer Demenz beobachten (Cao C. 
et al. 2012, Eskelinen et al. 2009, Lindsay et al. 2002, Santos et al. 2010, Solfrizzi et al. 
2017). Interessanterweise wurde dieser protektive Effekt verstärkt bei Frauen 


















2.5. Fragestellung der Arbeit 
 
AD ist eine der führenden Todesursachen der Industrienationen (Prince et al. 2016, Reitz 
and Mayeux 2014).  
AD ist durch die Degeneration von Neuronen in verschiedenen Hirnregionen, 
insbesondere des Cortexes, Subcortexes und des Hippocampus, charakterisiert und 
führt so zu einem Verlust kognitiver Funktion (Maurer et al. 1997). Histopathologisch 
zeichnet sich AD unter anderem durch die Akkumulation extrazellulärer amyloider 
Plaques, bestehend aus Aβ, und NFTs, bestehend aus hyperphosphorylisierten Tau-
Protein, sowie erhöhtem oxidativen Stress, einer Veränderung der Elektrophysiologie 
und einer veränderten Lipidkomposition aus (Fraering et al. 2004, Garcia-Blanco et al. 
2017, Grundke-Iqbal et al. 1986, Hartmann et al. 2007, Kosik et al. 1986, Masters et al. 
2006, Masters et al. 1985a, Perry et al. 2002, Ye C. et al. 2004). 
 
AICD entsteht durch die Proteolyse von α-CTF als auch von β-CTF durch die γ-
Sekretase (Bunnell et al. 1998, Fraering et al. 2004).  
Die Bedeutung von AICD in der AD-Pathogenese und die Bedeutung von AICD als 
Genmodulator wird in der Literatur seit längerem diskutiert (Chang K. A. and Suh 2010, 
Muller et al. 2008, Nagase and Nakayama 2014). Es wurde eine Vielzahl potentieller 
Ziel-Gene postuliert, wobei insbesondere für AICD, das durch die amyloidogene 
Prozessierung entsteht, eine genregulatorische Wirkung angenommen wird (Belyaev et 
al. 2010, Cao X. and Sudhof 2001, Grimm M. O. et al. 2015). Zahlreiche Studien haben 
eine verändertes Lipidprofil im Kontext der AD-Pathologie beobachtet (Guan et al. 1999, 
Han 2005, Nasaruddin et al. 2016, Soderberg et al. 1991). Ebenso konnte gezeigt 
werden, dass AICD sowohl die Genexpression der Fettsäure-Desaturasen als auch der 
Serinpalmitoyltransferase reguliert (Grimm M. O. et al. 2011b, Stahlmann 2017). Vor 
diesem Hintergrund soll in dieser Arbeit untersucht werden, welchen Einfluss AICD auf 
die Lipidspezies der Phosphatidylcholine, Phosphatidylethanolamine und insbesondere 
ihren Sättigungsgrad hat. Von besonderem wissenschaftlichem Interesse sind dabei der 
Saturierungsgrad und die Länge der Fettsäuren. Mehrfach-ungesättigte Fettsäuren, wie 
zum Beispiel DHA oder EPA, konnten in experimentellen Arbeiten die APP-
prozessierenden Sekretasen regulieren (Boudrault et al. 2009, Hooijmans et al. 2009). 
Daher wird in dieser Arbeit das Verhältnis der mehrfach-ungesättigten zu gesättigten 
Fettsäuren in den einzelnen Lipidspezies untersucht. Weiterhin soll nachgewiesen 
werden, dass die Lipidspezies der Ceramide in einem AICD-defizienten Zellmodell 




Sowohl APP als auch die APP-prozessierenden Sekretasen sind transmembran 
Proteine und ein Einfluss der Lipidumgebung auf die APP-Prozessierung scheint daher 
naheliegend und konnte in zahlreichen Studien bestätigt werden (Burg et al. 2013, Ghribi 
et al. 2006, Grimm M. O. et al. 2008, Grimm M. O. et al. 2011c, Grimm M. O. et al. 2016d, 
Grimm M. O. et al. 2012a, Grimm M. O. et al. 2013c, Grimm M. O. et al. 2012c, Refolo 
et al. 2000, Rothhaar et al. 2012).  
Um die Frage zu beantworten, ob AICD über die Modifizierung der Lipidkomposition 
einen Einfluss auf die APP-Prozessierung nimmt, soll im zweiten Teil der Arbeit der 
Effekt der Lipidextrakte auf die β- und die γ- Sekretasen untersucht werden. 
 
Aufgrund der bidirektionalen Wechselwirkung zwischen der APP-Prozessierung und der 
Lipidkomposition soll ein möglicher Regelkreis diskutiert werden. 
 
 
Abbildung 4: Fragestellung der Arbeit  
Diese Arbeit untersucht, ob AICD durch die Regulation der FADS und SPT einen Einfluss auf die 
Lipidkomposition hat. Es werden insbesondere die Lipidspezies der Phosphatidylethnaolamine, der 
Phosphatidylcholine und ihre Zusammensetzung untersucht. Im zweiten Teil der Arbeit wird die Regulation 
der APP-prozessierenden Sekretasen durch die veränderte Lipidkomposition untersucht. Aufgrund der 







Abschließend soll in dieser Arbeit der Einfluss der Familie der Xanthine auf die APP-
prozessierenden Sekretasen untersucht werden. Zu den Xanthinen gehören sowohl, 
Coffein als auch Propentofyllin. Beide Substanzen wurden als therapeutische Optionen 
zur Behandlung der AD diskutiert (Arendash et al. 2006, Maia and de Mendonca 2002, 
Rother et al. 1998). Trotz therapeutischen Erfolgen in Studien, bleibt der 
Wirkungsmechanismus weitgehend unbekannt (Chauhan et al. 2005, Mielke et al. 
1998b, Smith et al. 2005). Die Kenntnis der Wirkungsweise könnte sowohl das 
Verständnis der AD als auch möglicher therapeutischer Ansätze verbessern. 
 
 Die Fragestellung der Arbeit kann wie folgt zusammengasst werden: 
 
1. Welchen Einfluss hat AICD auf die Lipidspezies der Phosphatidylethanolamine, 
Phosphatidylcholine, ihren Sättigungsrad und ihre Länge? Wie verändert sich 
das Verhältnis von mehrfach-ungesättigten zu einfach-ungesättigten und 
gesättigten Fettsäuren? 
2. Welchen Einfluss hat das veränderte Lipidprofil auf die β- und die γ- 
Sekretasen?  
3. Existiert eine bidirektionale Wechselwirkung zwischen der APP-Prozessierung 
und der Lipidkomposition? 





3. Material und Methoden 
3.1. Material 




Bicinchoninsäure Sigma Aldrich 
BSA Roth 
CaCl2 x 2H2O Merck Millipore Millipore 
Chloroform, HPLC grade Merck Millipore Millipore 
Complete Protease Inhibitor Cocktail ohne EDTA Roche 
CuSO4 x 5H2O Roth 
DAPT Merck Millipore 
DMEM Sigma Aldrich 
DMSO Roth 
ECL-Hyperfilm Amersham 
ECL-Lösungen (Western Lightning Plus ECL) Perkin Elmer 
EDTA Roth 
Entwicklerlösung GBX Kodak 
Ethanol, HPLC grade Sigma Aldrich 
Fast SYBR Green Master Mix Life Technologies 




HCl, rauchend Merck Millipore 
Hygromycin B PAN Biotech 
Isopropanol, HPLC grade VWR 
KCL Merck Millipore 
KH2PO4 x 3H2O Merck Millipore 
L-Glutamin Sigma-Aldrich 
Lipofectamine 2000 Life Technologies 
MEM Aminosäure-Lösung Sigma Aldrich 
Methanol, HPLC grade VWR 
MgCl2 Roth 
Milchpulver, blotting grade Roth 
Na2HPO4 x 2H2O Roth 
NaCl AppliChem 
NaOH Roth 
Natrium-Desoxycholat Sigma Aldrich 
NEM Santa Cruz Biotechnology 
Opti-MEM Life Technologies 
Penicillin/Streptomycin-Lösung Sigma Aldrich 










Protein-G-Sepharose Sigma Aldrich 
Saccharose Sigma Aldrich 
Saint PhD Synvolux Therapeutics 
SDS Sigma Aldrich 
Tricin Biomol 
Tris Sigma Aldrich 
Triton X-100 Merck Millipore 
Trizima Base Sigma Aldrich 
TRIzol Reagenz Life Technologies 
Trypsin/EDTA-Lösung Sigma Aldrich 
Wasser, HPLC grade VWR 
Wasser, RNAse-frei Qiagen 
Zeocin Life Technologies 
β-Sekretase-Inhibitor II Merck Millipore 
β-Sekretase-Substrat Merck Millipore 
γ-Sekretase Inhibitor IV Merck Millipore 
γ-Sekretase Inhibitor X Merck Millipore 





10cm-Schalen für Zellkultur Sarstedt 
12-Well-Platte für Zellkultur Falcon 
24-Well-Platte für Zellkultur Falcon 
6-Well-Platte für Zellkultur Falcon 
96-DeepWell-Platte Nunc 
96-Well-Platte für RT-PCR, 6x16, weiß Thermo Scientific 
96-Well-Platte für Zellkultur Falcon 
96-Well-Platte MaxiSorp, schwarz VWR 
96-Well-Sammelplatte Nunc 
ECL-Hyperfilm Amersham 
Cryoröhrchen, 1,8ml Nunc 
Falconröhrchen,  15ml Sarstedt 
Falconröhrchen,  50ml Sarstedt 
Filterpapier Whatman 
Fotokopierfolien TypeC DinA4 Xerox 
Glasflaschen, 2ml NeoLab 
Glas-Kügelchen für Minilys-Homogenisator, 0,5mm Peqlab 
Glaspipetten NeoLab 
Glasröhrchen für Arbeit mit Lipiden Wheaton 
Gummischaber Hartenstein/Selbst konstruiert 
Keramik-Kügelchen für Minilys-Homogenisator, 
1,4mm 
Peqlab 
Maushirn (Wildtyp) für PNFs AG Bals 
Nitrozellulosemembran 0,2 μm Porengröße Whatman 
Nitrozellulosemembran, 0,45μm Porengröße Whatman 
Pasteurpipetten VWR 
Reaktionsgefäß, 1,5ml Eppendorf 
Reaktionsgefäß, 2ml Eppendorf 












Tris-Tricin-Gele, 10-20%, 10 oder 12 Bahnen Anamed Gelelektrophorese 
Ultrazentrifugenröhrchen Beckman Coulter 
Verschlussfolie für 96-Well-Platten Peqlab 
Verschlussfolie für RT-PCR-Platten Thermo Scientific 
Geräte/Zubehör/Software Hersteller 
Analysenwaage ABS 80-4 Kern 
8-Kanal-Pipette, elektronisch Nunc 
Brutschrank 37°C Heraeus 
Einfrierbox Cryo 1°C Freezing Container Nalgene 
Einkanal-Multipette M4 Eppendorf 
Fluorometer Safire2 Tecan 
Fluorometer/Luminometer Infinite M1000 Pro Tecan 
Gefrierschrank -20°C Premium Liebherr 
Gefrierschrank -80°C Hera Freeze Thermo Electron 
Gelkammer Novex Mini-Cell Life Technologies 
Hamilton Kapillare Hamilton 
Heizblock Thermoschüttler Universal Labortechnik 
Inkubationsschüttler New Brunswick Innova 44 Eppendorf 
Inkubator HeraCell 150 Heraeus 
Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100 Nikon 
Magnet-Heizrührer MR2002 Heidolph Instruments 
Massenspektrometer 4000 QTRAP AB Sciex 
Microplate Reader LAB4you 
Mikrowelle Continent 
Minilys Homogenisator Peqlab 
NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrophotometer Thermo Scientific (Eigentum von AG Bals) 
PCR-Cycler PRIMUS 25 ADVANCED Peqlab 
pH-Meter 766 Calimatic Knick 
PikoReal PCR System Thermo Scientific 
Pipetboy Comfort INTEGRA Biosciences AG 
Präzisionswaage EW Kern 
Rotor TLA-55 Beckmann Coulter 
Scanner CanoScan LiDE 50 Canon 
Software Image Gauge V3.45 Fuji Science Lab 
Software Piko Real 2.1 Thermo Scientific 
Software SPSS Statistics 22 IBM Corporation 
Sterilbank HeraSafe Heraeus 
Stickstoff-Abdampfvorrichtung VLH 
Stickstofftank -196°C GT 140 Air Liquide 
TransBlot Gel-Halter mit Schwämmen BioRad 
Transferkammer TransBlot Cell BioRad 
Überkopftaumler Reax2 Heidolph Instruments 
Ultrazentrifuge Optima LE-80K Beckman Coulter 
Wasserbad GFL 
Wheaton-Schüttler Multi Reax Heidolph Instruments 
Wippschüttler SkyLine Shaker S-4 ELMI 
Zentrifuge 5415D Eppendorf 
Zentrifuge Fresco21 Heraeus 





MEF ΔΔ C50 Maus-Fibroblasten mit stabiler Überexpression der 
letzten 50 C-terminalen Aminosäuren von APP 
(AICD-Rescue) aus MEF APPΔCT15-Zellen 
Einbringung des  pcDNA3.1(+)zeo-APPC50-Vektors 
Klonierung durch Christoph Stahlmann 
Zeocin resistent  
MEF ΔΔ mock Maus-Fibroblasten mit Leervektor – die letzten 50 C-
terminalen Aminosäuren von APP werden nicht 
exprimiert 
Kontrolle zu MEF ΔΔ C50 
Von Christoph Stahlmann erstellt 
Zeocin resistent 
MEF AWT WT-Maus-Fibroblasten 
im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. Ulrike 
Müller (Heidelberg) zur Verfügung gestellt 
MEF APP/APLP2-/- APP/ APLP2-defiziente Mausfibroblasten 
im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. Ulrike 
Müller (Heidelberg) zur Verfügung gestellt  
MEF APPΔCT15  Maus-Fibroblasten mit Deletion der letzten 15 
Aminosäuren des APP C-Terminus (inklusive des 
YENPTY-Motifs von AICD) 
im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. Ulrike 
Müller (Heidelberg) zur Verfügung 
gestellt (Ring et al., 2007)  
N2a WT murine Neuroblastom-Zelllinie (Klebe et al., 1970) 
im Rahmen einer Kooperation von Janine Mett zur 
Verfügung gestellt 
SH-SY5Y WT humane Neuroblastom-Zelllinie (Ross et al., 1983) 
SH-SY5Y APP (X1-Klon) SH-SY5Y mit stabiler Expression von humanem 
APP695 





SH-SY5Y mit stabiler Expression von humanem 
APP695 mit der „swedish“ Doppelmutation 
(K670N/M671L) (Mullan et al., 1992) 





























Bezeichnung Epitop Klonalität Verwendung Hersteller/Herkunft 
                                                                Primäre Antikörper 
Anti-sAPPβ Aminosäurensequenz 
ISEVKM im C-
terminus von sAPPβ 
Monoklonal Detektion von 
sAPPβ im Western 
Blot 
Clonetech Takara 













                                                                Sekundäre Antikörper 
W4011 Kaninchen-IgG Polyklonal HRP-gekoppelter 
Sekundärantikörper 
für Western Blot 
Promega 
P0260 Maus-IgG Polyklonal HRP-gekoppelter 
Sekundärantikörper 
für Western Blot 
DAKO 
Plasmid Verwendung Hersteller/Herkunft 
pcDNA3.1(+)zeo-APPC50 C50-Expression in MEF 
APPΔCT15 
Klonierung durch Christoph 
Stahlmann 
pVectOZ-SEAP Messung der SEAP-Sekretion 
durch SH-SY5Y WT 
OZ-Biosystems 




MEF WT DMEM 
+10% (v/v) FCS 
- - 
MEF APP/APLP2-/- DMEM 
+10% (v/v) FCS 
- - 
MEF APPΔCT15 DMEM 
+10% (v/v) FCS 
- - 
MEF ΔΔ C50 DMEM 
+10% (v/v) FCS 
- + 
MEF ΔΔ mock DMEM 
+10% (v/v) FCS 
- + 
N2a WT DMEM 











3.2. Eukaryotische Zellkultur 
(nach Freshney, 2011) 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche Zelllinien verwendet. Alle Tätigkeiten im 
Rahmen der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sterilbank getätigt. 
Zudem wurden die Zelllinien regelmäßig auf eine Kontamination mit Mycoplasmen 
untersucht. 
3.2.1. Kultivierung 
PBS (pH von 7,5)  
137mM NaCl 
2,7mM KCl 
8,1mM Na2HPO4 x 2H2O 
1,5mM KH2PO4 
 
Alle Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit in 10cm Schalen mit 10ml 
des entsprechenden Zellkultumediums (vgl. 3.1.6) in einem Zellinkubator kultiviert. Die 
Zellen wurden in gleichmäßigen Abständen auf Konfluenz, Aussehen und einen 
möglichen Farbumschlag des Mediums untersucht. Gegebenenfalls wurde das Medium 
gewechselt.  
Die Zellen wurden bei Erreichen der Konfluenz passagiert. Alle verwendeten 
Zellkulturmedien wurden vorher auf 37° erwärmt. Um die Zellen zu passagieren, wurde 
das Medium abgesaugt, die Zellen mit 2ml 1xPBS gewaschen und anschließend mit 2ml 




SH-SY5Y WT DMEM 




SH-SY5Y APP  
(X1-Klon) 
DMEM 




SH-SY5Y APPswe DMEM 






Die Einwirkzeit der 1x Trypsin/EDTA-Lösung variiert in Abhängigkeit mit der Dichte des 
Zellrasens und der verwendeten Zellreihe und beträgt zwischen 1 und 2 Minuten.  
Das Trypsin wurde durch die Zugabe von 8ml Medium und dem darin enthaltenden 
Fetalen-Kälber-Serum (FCS) inaktiviert. Zur vollständigen Ablösung des Zellrasens 
wurde dieser mit Hilfe einer Pipette mobilisiert. 10ml dieser Zellsuspension wurden nun 
auf neue 10cm Schalen verteilt. Die Zellen wurden 1:2, 1:5 oder 1:10 passagiert, in 
Abhängigkeit der Zellreihe und ihrer Wachstumsgeschwindigkeit, sowie zeitlichen 
Gegebenheiten.  
Für bestimmte Experimente wurden 6-Loch-, 24-Loch, und 96-Loch-Platten verwendet. 
Die Zellen wurden für die Kultivierung auf diesen Platten analog zum oben 
beschriebenen Vorgang mit Trypsin/EDTA-Lösung abgelöst und auf die entsprechenden 
Platten pippetiert. Die 6-Loch-Platten wurden mit 2ml Medium, die 24-Loch-Platten mit 
350μl Medium und die 96-Loch-Platten mit 100μl Medium gefüllt und nach Erreichen 
einer ausreichenden Konfluenz inkubiert. 




(nach Freshney, 2011) 
 
Einfriermedium (50ml) 




Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte als Suspension im Einfriermedium in der 
Dampfphase des flüssigen Stickstoffes. Jede Probe wurde in einem Kryoröhrchen, das 
1,5ml Zellsuspension enthält, gelagert. Diese Kryoröhrchen wurden im flüssigen 
Stickstoff bei circa -196° langfristig aufbewahrt. 
Für die Langzeitlagerung wurden die Zellen mit 2ml 1x PBS gewaschen, mit 1x 
Trypsin/EDTA-Lösung abgelöst und in 5ml Zellkulturmedium suspendiert. Diese 
Zellsuspension wurde in 15ml Falcon-Röhrchen überführt und für 5 Minuten bei 1500rpm 
zentrifugiert. Der klare Überstand wurde abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 4,5ml des 
Einfriermediums pro verwendete 10cm Schale resuspendiert. Das Zellsuspensat wurde 





Die Kryoröhrchen wurden anschließend in mit Isopropanol gefüllten Einfrierboxen auf  
-80°C heruntergekühlt. Anschließend wurden die Gefrierkulturen in der Dampfphase des 
flüssigen Stickstoffs gelagert. 
Die Rekultivierung der Zellen erfolgte indem die Zellsuspension bei Raumtemperatur 
aufgetaut, in 5ml Zellkulturmedium in 15ml Falcon-Röhrchen gelöst und sofort bei 
1500rpm für 5 Minuten zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde in der Sterilbank 
abgesaugt, das verbleibende Zellpallet wurde in 5ml Medium resuspendiert und in eine 
10cm Schale überführt. Die 10cm Schale wurde anschließend mit weiteren 5ml Medium 
aufgefüllt und kultiviert. 
3.2.3. Behandlung von Zellen mit Additiven 
 
(Grimm M. O. et al. 2013a, Grimm M. O. et al. 2016c, Grimm M. O. et al. 2012c) 
 
 
Um den Effekt von Lipiden und anderen Additiven auf die Aß-Synthese und die APP-
Prozessierung zu untersuchen, wurden die zu untersuchenden Zelllinien mit den oben 
dargestellten Additiven behandelt.  
Die Zellen wurden bei 100%iger Konfluenz zuerst mit 2ml 1x PBS gewaschen und dann 
mit 2ml 1x Trypsin/EDTA-Lösung behandelt. Anschließend wurde das Trypsin mit einem 
der Zelllinie entsprechenden Kulturmedium inaktiviert. Die Menge des verwendeten 
Mediums war von den für den Versuch benötigten Schalen abhängig. Bei 96-Loch-
Schalen wurden 7,6ml Medium, bei 6-Loch-Schalen 8ml verwendet. Der Trypsinverdau 
wurde mit der Pipette gründlich homogenisiert und auf die entsprechenden Vertiefungen 
verteilt. Hierbei wurde besonders darauf geachtet, dass die Zellen möglichst erfolgreich 
vereinzelt und homogenisiert wurden, da die Integrität der Ergebnisse maßgeblich von 
einer konstanten Zellmenge pro Vertiefung abhängt. Die Zellen wurden für 24 Stunden 
in einem Inkubator kultiviert. In dieser Zeit adhärieren die Zellen und es kommt zu der 
Bildung des Zellrasens.  Anschließend wurden die Zellen mit einem 0,1% FCS-haltigen 
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Je nach Versuch wurden die Zellen entweder zuerst für 6 Stunden mit diesem Medium 
vorbehandelt oder direkt mit den entsprechenden Lipidextrakten, bzw. Additiven 
inkubiert.  
Bei den Lipid-Proben handelt es sich um Lipidextrakte, die in 100% Ethanol gelöst 
worden sind. Die verwendeten Konzentrationen werden in den einzelnen Experimenten 
beschrieben. Die Zellen wurden zusammen mit den Lipidextrakten für 12 Stunden 
inkubiert. Anschließend wurde das Medium abgenommen und die Zellen wurden 
abermals für 12 Stunden mit demselben Lipidextrakt und Medium inkubiert. Danach 
wurden die Zellen für die folgenden Versuche verwendet. 
Für die Inkubation von MEF APPΔCT15 mit AICD wurde ein synthetisches AICD-Peptid, 
das die letzten 20 C-terminalen Aminosäuren von APP (Aminosäure-Sequenz: 
KMQQNGYENPTYKFFEQMQN) enthält verwendet. 
Für die Untersuchung der Aβ-Degradation wurden Zellen wie in (Grimm M. O. et al. 
2016c) beschrieben für 18H mit den Lipidextrakten inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen für 6H mit humanen Aβ40 sowie den Lipidextrakten inkubiert. 
3.2.4. Transfektion eukariotischer Zellen durch Lipofektion 
(Nach Dissertation Dr. J. Mett 2016 und Dissertation Dr. S. Grösgen 2013, Universität 
des Saarlandes) 
 
Plasmid-DNS wurde durch Lipofektion mit dem Transfektionsreagenz Lipofectin 2000 in 
eukaryotische Zellen eingebracht. Es wurden 10cm Schalen, die eine 70 bis 80 
prozentige Konfluenz aufwiesen, verwendet.  
Ein 1,5ml Reaktionsgefäß wurde mit 1200μl OptiMEM sowie 16μg DNS und ein weiteres 
1,5ml Reaktionsgefäß mit 1200μl OptiMEM sowie 36μl Lipofectamine 2000 befüllt. Beide 
Reaktionsgefäße wurden für 5 Minuten bei RT inkubiert, miteinander vermengt und für 
weitere 20 Minuten bei RT inkubiert. Die zu behandelnden Zellen wurden mit 2ml 
OptiMEM gewaschen und es wurden 7,5ml in jede 10cm Schale vorgelegt. Der Plasmid-
DNS/OptiMEM/Lipofectamine 2000-Ansatz wurde zu jeder Schale hinzugefügt und für 6 
Stunden bei 37° inkubiert. Das Transfektionsmedium wurde entfernt und 10ml des 
entsprechenden Kulturmediums hinzugefügt. Die Zellen wurden abermals für 24 
Stunden bei 37° inkubiert und anschließend wie in 3.2.1 beschrieben mit 1x 
Trypsin/EDTA gelöst und auf eine 24-Loch-Platte mobilisiert. Schlussendlich wurden die 
Zellen nochmals für 24 Stunden bei 37° inkubiert und die Proteinsekretion über das 
Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) wurde durch ein sekretorische, alkalische Phosphatase-




3.2.5. Bestimmung der Proteinsekretion durch SEAP-Assay 
(nach Herstellerprotokoll 1-Step PNPP, Thermo Scientific, Version 2012) 
 
Die Proteinsekretion über das TGN wurde durch die Untersuchung der SEAP im 
Kulturmedium der in 3.2.4 transfizierten Zellen quantifiziert. Dieser Vorgang erfolgte 
gemäß dem Herstellerprotokoll.  
Alkalische Phosphatasen hydrolysieren Phosphatsäureester, wobei die sekretorische, 
alkalische Phosphatase eine verkürzte Form darstellt, die über das TGN sezerniert wird.  
Die Quantifizierung des sezernierten Enzyms erfolgt durch die Zugabe des SEAP-
spezifischen Substrates para-Nitrophenyl Phosphat. Dieses Substrat wird von SEAP 
enzymatisch in p-Dinitrophenol – ein Farbstoff, der durch eine Absorptionswellenlänge 
von 405nm charakterisiert ist – umgesetzt.  
Die verwendeten Zellen wurden auf 10cm Schalen kultiviert und bei 80%iger Konfluenz 
wie in 3.2.4 beschrieben transient transfiziert und anschließend auf 24-Loch-Platten 
ausgesät. Es wurde das SEAP-kodierende Plasmid pVectOZ-SEAP verwendet. Die 24-
Loch-Platten wurden für 24 Stunden kultiviert und wie in 3.2.3 beschrieben mit Additiven 
behandelt. Die Zellen wurden für 12 Stunden in FCS-reduziertem Kulturmedium 
(DMEM/0,1%) mit dem entsprechenden Additiv inkubiert und nach Ablauf der Zeit wurde 
der Vorgang wiederholt.  
Das konditionierte Medium wurde anschließend in 1,5ml Reaktionsgefäße überführt, 10 
Minuten bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert und in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß 
pipettiert. Die Proben wurden dann für 10 Minuten in einem Heizblock bei 65° erhitzt und 
1 zu 5 verdünnt. 100μl der Verdünnung wurden in BCA-Platten pipettiert, mit 100μl der 
1-Step-pNPP-Lösung vermischt und für 20 Minuten bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde 
durch die Zugabe von 100μl 1N NaOH beendet und das entstandene p-Dinitrophenols 
wurde in einem Mikroplatten Lesegerät ausgewertet. Es wurde die Absorption von  p-
Dinitrophenols bei 405nm gemessen.  
3.2.6. LDH-Assay 
(nach Herstellerprotokoll Cytotoxicity Detection Kit, Roche, Version Mai 2012) 
 
Die Zellreihen wurden mit additiven Substanzen behandelt. Um auszuschließen, dass 
beobachtete Effekte in einer relevanten Differenz der Zytotoxizität besagter Substanzen 
begründet sind wurde ein LDH-Assay (Lactact-Dehydrogenase-Assay) für jedes Additiv 
durchgeführt. Für die Durchführung dieses Tests wurde das Cytotoxicity Detection Kit 
der Firma Roche gemäß Herstellerangaben verwendet.  
Die Methode basiert auf der Quantifizierung der LDH-Konzentration im 
Zellkulturmedium. LDH liegt physiologisch im Zytosol vor und kann infolge einer 
Schädigung der Membran in das Kulturmedium übergehen.  
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Dementsprechend ist die LDH-Enzymaktivität im Medium proportional zur Anzahl der 
geschädigten, bzw. abgestorbenen Zellen. LDH oxidiert Laktat zu Pyruvat unter der 
Reduktion von NAD+ zu NADH+H+. Der Katalysator Diaphorase transferiert parallel 
dazu zwei Protonen von NADH+H+ auf das Tetrazoliumsalz INT (2-[4-Iodophenyl]-3-[4-
nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid), wodurch der Farbstoff Formazan ensteht. 
Dementsprechend korreliert die Farbintensität des entstanden Formazans mit der LDH-
Aktivität bzw. Konzentration im Kulturmedium.   
Die Zytotoxizität wurde bestimmt, indem 100μl des konditionierten Kulturmediums auf 
eine 96-Loch-Platte pipettiert wurde. Diese Proben wurden mit einer Standardreihe 
verglichen. Die Standardreihe wurde durch die Verdünnung des Kulturmediums von 
vergleichbar konfluenten Zellen, die durch die Zugabe von 1% (v/v) Triton-X100 
abgetötet wurden, erstellt. Das weitere Vorgehen unter Verwendung des Cytotoxicity 
Detection Kits erfolgte analog zum Herstellerprotokoll. Es folgte die Messung der 
Absorption bei 491nm in einem Mikroplatten Lesegerät. Es wurde stets eine 
Dreifachbestimmung jeder Probe durchgeführt. 
Die Bestimmung der Zytotoxizität der Standardreihe erlaubt die Erstellung einer 
Geradengleichung. Die Zytotoxizität der Proben wurde anhand dieser Geradengleichung 
errechnet, wobei 0% Zytotoxizität einer 100% Zellviabilität entsprechen. 
 
3.3. Molekularbiologische Arbeiten 
 
Sowohl Zellen als auch Proben wurden stets auf Eis gelagert, um den Effekt von 
Proteasen und dem zelleigenen Metabolismus zu minimieren. 
3.3.1. RNS Isolation 
(nach Herstellerprotokoll TRIzol-Reagent, Life Technologies, Version Dezember 2012) 
 
Die Bestimmung der Genexpression wurde mithilfe einer quantitativen Echtzeit PCR 
(engl. „quantitative real time polymerase chain reaction”, hier als RT-PCR abgekürzt) 
realisiert. Die RNS wurde mithilfe von Trizol isoliert. 
Die Isolierung der RNS erfolgte aus Zellen, die in 6-Loch-Schalen kultiviert und mit einem 
Lipidextrakt behandelt wurden. Das Zellkullturmedium wurde von den Zellen entfernt und 
die Zellen wurden mit 1000μl TRIzol für 5 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen mit einem Gummispatel abgeschabt und in ein 1,5ml Reaktionsgefäß 
überführt.  
Es wurden 200μl Chloroform hinzupippetiert und die Proben wurden für 15 Sekunden 
kraftvoll geschüttelt. Die Reaktionsgefäße wurden dann für 15 Minuten bei 12000rpm 
und 4° zentrifugiert, was zu der Bildung von drei Phasen führt: die untere, rote Phase 
enthält DNS, die in der Mitte gelegene, weiße Phase enthält Proteine und die klare, 
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obere Phase enthält RNS. Letztere wurde in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß überführt, 
mit 500μl Isopropanol vermengt und für 10 Minuten bei RT inkubiert. Die Proben wurden 
im Anschluss für 10 Minuten bei 12000rpm und 4° zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet mit 1ml 75% Ethanol gewaschen. Danach wurde das 
Reaktionsgefäß für 5 Minuten bei 12000rpm und 4° zentrifugiert.  
Der Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde für 2 Minuten an der Luft 
getrocknet. Dann wurde das Pellet in 100μl Nuklease-freiem Wasser aufgenommen und 
für 10 Minuten bei 55° erwärmt.  
Die Reinheit und Konzentration wurden – wie in 3.3.2 beschrieben – bestimmt und die 
Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80° gelagert. 
3.3.2. Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsäuren 
(Nach Dissertation Dr. S. Grösgen 2013, Universität des Saarlandes) 
 
Die Bestimmung von Reinheit und Konzentration der in 3.3.1 gewonnenen RNS-Proben 
erfolgte durch die Verwendung eines Nanodrops-8000. Der Nanodrop-8000 erlaubt die 
Quantifizierung der Absorption für die Wellenlängen 260nm und 280nm. Die 
Wellenlänge 260nm entspricht dem Maximum der Extinktion von Nukleinsäuren, die 
Wellenlänge 280nm dem Maximum der Extinktion von Proteinen. Eine Extinktion, die 
den Zahlenwert 1 annimmt, korrespondiert mit einer RNS-Konzentration von 40 μl/ml. 
Die Konzentration einer beliebigen RNS-Konzentration wird durch die folgende Formel 
beschrieben:  
 
c[μg/ml] = OD260nm * Verdünnungsfaktor * 50μg/ml 
 
Die Proben wurden basierend auf den Ergebnissen auf 2μg RNS pro 10μl HPLC-H2O 
normiert. 
 
Der Quotient der beiden gemessenen Wellenlängen erlaubt eine Aussage über die 
Reinheit der RNS. Der Quotient 260nm/280nm sollte Werte zwischen 2,0 und 2,2 










 (Nach Herstellerprotokoll High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fisher 
Scientific, Version März 2016) 
Ansatz für cDNS-Synthese 
10μl RNS (normiert auf 0,2μg/μl) 
2μl 10x RT-Puffer 
0,8μl 25x dNTP Mix 
2μl 10x RT Random Primer 
1μl MultiScribe Reverse Transkriptase 
4,2μl Nuklease-freies H20 
 
Für die Transkription der RNS in komplementäre DNS (cDNS) wurde das High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit der Firma Life Technologies verwendet. 2μg RNS 
wurden in einem PRIMUS 25 ADVANCED PCR-Cycler in cDNS umgeschrieben.  
Es wurden 10μL des oben beschriebenen Ansatzes zu 10μL Probe gegeben. Der Ansatz 
wurde für eine Minute bei 13000rpm und 4° zentrifugiert und anschließend in den PCR-
Cycler gegeben. 




(Mullis K. et al. 1986, Mullis K. B. and Faloona 1987) 
 
Gen Vorwärts primer Rückwärts primer 
ACTB (β-Aktin) 5´-CTT CCT GGG CAT GGA GTC-3´ 5´-AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG-3´ 
APH1a (APH1a) 5´-CAG CCA TTA TCC TGC TCC AT-3´ 5´-GGA ATG TCA GTC CCG ATG TC-3´ 
APH1b (APH1b) 5´-GTG TCA GCC CAG ACC TTC AT-3´ 5´-CAG GCA GAG TTT CAG GCT TC-3´ 
BACE1 (BACE1) 5´-AAT ACC TGC GGT GGA AGA TG-3´ 5´-GCC CTC CAT GAT AAC AGC TC-3´ 
NIC (Nicastrin) 5´-CTG TAC GGA ACC AGG TGG AG-3´ 5´-GAG AGG CTG GGA CTG ATT TG-3´ 
PSEN1 (PS1) 5´-CTC AAT TCT GAA TGC TGC CA-3´ 5´-GGC ATG GAT GAC CTT ATA GCA-3´ 
PSEN2 (PS2) 5´-GAT CAG CGT CAT CGT GGT TA-3´ 5´-GGA ACA GCA GCA TCA GTG AA-3´ 
PSENEN (PEN2) 5´-CAT CTT CTG GTT CTT CCG AGA G-3´ 5´-AGA AGA GGA AGC CCA CAG C-3´ 
 
 
Programeinstellung für die cDNS-Synthese 
Schritt Dauer Temperatur 
1 10min 25°C 
2 120min 37°C 
3 5min 85°C 
4 konstant 8°C 
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Ansatz für RT-PCR 
2,5μl cDNS 
2μl Nuklease-freies H20 
0,25μl Primer forward 
0,25μl Primer reverse 
5μl Fast SYBR Green Master Mix 
 
Programm für die RT-PCR 
Schritt Ablauf Dauer Temperatur Zyklenzahl 
1 Denaturierung 20s 95°C 1 
2 Denaturierung 3s 95°C 40 
3 Elongation 30s 60°C 1 
4 Schmelzkurvenanalyse - 60-95°C - 
 
Die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion erlaubt die Bestimmung des 
Expressionsniveaus verschiedener Gene. Die RT-PCR amplifiziert das zu 
untersuchende Gen selektiv in Abhängigkeit des verwendeten Primers. Zudem wurde 
das Expressionsniveau der Housekeeping-Gene β-Aktin und TATA-box bindendes 
Protein (TBP) bestimmt, da von einer einheitlichen Expressionsstärke in allen Zell- und 
Gewebearten ausgegangen werden kann (Medrano et al. 2017, Rydbirk et al. 2016). Die 
untersuchten Gene wurden mit dem Expressionsniveau von β-Aktin und TBP verglichen. 
Es wurde die wie in 3.3.3 beschrieben gewonnene cDNA verwendet, wobei darauf 
geachtet wurde, nur Proben mit einem 260/280 Absorptionsquotienten von 2,0 bis 2,2 
zu benutzen. Die verwendeten Primer sind in der oberen Tabelle dargestellt. Es wurde 
das PikoReal PCR System der Firma Thermo Scientific verwendet.  
Der Einsatz des Floureszenzfarbstoffes SYBR Green erlaubt durch die Bindung von 
doppelsträngiger DNS die quantitative Bestimmung der Genexpression.  
Für die Messung wurde eine 96-Loch-Platte entsprechend der Probenzahl pro 
Vertiefung mit 2,5 μL cDNA und 7,5 μL des oben dargestellten Ansatzes befüllt. 
Es wurde das oben beschriebene Programm verwendet und die Fluoreszenz der 
jeweiligen Probe bestimmt. Für die Auswertung wurden die PikoReal Software (Version 
2.1.158.545) und die 2-ΔΔCTMethode nach Livak und Schmittgen (Livak und 
Schmittgen, 2001) verwendet. Bei der 2-ΔΔCTMethode wird das Expressionsniveau 
eines zu analysierenden Gens als Veränderung im Verhältnis zu einem nicht regulierten 








(nach Dissertation Dr. Verena Burg, Universität des Saarlandes, 2014) 
 
Lysepuffer 
50mM Tris/HCl pH7,4 
150mM NaCl 
2mM EDTA 
0,1% (v/v) Nonidet P-40 
0,1% (v/v) Triton X-100 
10%  Protease-
Inhibitor in EDTA 
 
Für die Analyse von APP-Prozessierungsprodukten wurde die Western-Blot-Methode 
verwendet. Bei dieser Methode werden die einzelnen Komponenten einer 
Proteinmischung gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschließend entlang eines 
elektrochemischen Gradienten auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die auf der 
Membran immobilisierten Proteine können durch immunochemische Nachweis-
verfahren dargestellt und quantifiziert werden. 
Für diese Methode wurden die Zellen zunächst chemisch aufgeschlossen und ihre 
Proteinkonzentration wurde bestimmt. Für die Untersuchung von Aβ wurde eine 
Immunpräzipation durchgeführt. Die Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf 
eine Membran transferiert und mit Hilfe der ECL-Methode detektiert und quantifiziert. Die 
zu verwendeten Zellen wurden vorher auf 6-Loch-Schalen kultiviert und mit den zu 
untersuchenden Lipidextrakten inkubiert. 
Das konditionierte Zellmedium wurde von den Zellen entfernt und in 2ml 
Reaktionsgefäße überführt, für 10 Minuten bei 13000rpm und 4° zentrifugiert und in ein 
neues 2ml Reaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden entweder sofort 
weiterverwendet oder bei -20° gelagert.  
Anschließend wurden die Zellen zwei Mal mit 1ml 1x PBS gewaschen und mit 500μl 
Lysepuffer für 10 Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Der Zellrasen wurden mithilfe 
eines Gummischabers abgelöst, in 1,5ml Reaktionsgefäße pipettiert und weitere 60 
Minuten auf Eis gelöst. Die Reaktionsgefäße wurden in regelmäßigen Abständen 
mechanisch stimuliert. Die Proben wurden dann 10 Minuten bei 13000rpm und 4° 
zentrifugiert. Die Überstände wurden in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und 





3.4.2. Bestimmung der Proteinkonzentration durch den BCA-Tests 
 




4% (w/v) CuSO4 
1:39 (v/v) Bicinchoninsäure 
 
Für den BCA-Test wurde eine Standardreihe der Konzentrationen 0,0 bis 1,1μg/μl in eine 
96-Loch-Platte vorgelegt. Es wurden 20μl jeder Standardprobe aus Rinderserum-
Albumin pro Vertiefung verwendet. Die Standardreihe erlaubt eine Gradengleichung für 
die Proteinkonzentration zu erstellen, wobei eine bestimmte Absorption bei der 
Wellenlänge 560 mit der entsprechenden Proteinkonzentration korreliert. Es wurden 
2,5μl der zu untersuchenden Proben in je eine Vertiefung der 96-Loch-Platte pipettiert. 
Es wurde stets eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Weiterhin wurden 200μl BCA-
Arbeitslösung auf jede Proteinprobe pipettiert. Die 96-Loch-Platte wurde dann für 15 
Minuten bei 37° und anschließend weitere 15 Minuten bei RT inkubiert. In diesem 
Zeitraum reduzieren die Proteine Cu2+ zu Cu+, wobei die Quantität des reduzierten 
Kupfers proportional zur Proteinmenge in der Probe ist. Die Bicinchoninsäure führt 
zusammen mit dem reduzierten Kupfer zur Bildung eines violetten Komplexes. Die 
Absorption wurde mit Hilfe des Microplate Readers bestimmt und die Messwerte wurden 
anhand der oben beschriebenen Eichgerade in eine Proteinkonzentration umgerechnet. 
Die Kenntnis der Proteinkonzentration erlaubt die Normierung der Proben auf eine 
einheitliche, bekannte Proteinmenge. 
3.4.3. Immunpräzipitation 
 
(nach Dissertation Dr. J. Kuchenbecker, Universität des Saarlandes, 2011) 
Waschpuffer A (in ddH2O) Waschpuffer B (in ddH2O) Waschpuffer C (in ddH2O) 
10mM Tris/HCl pH7,5 10mM Tris/HCl pH7,5 10mM Tris/HCl pH7,5 
150mM NaCl 500mM NaCl   
0,1% (v/v) Nonidet P-40 0,1% (v/v) Nonidet P-40   
0,1% (v/v) Triton X-100 0,1% (v/v) Triton X-100   
2mM EDTA 2mM EDTA   
 
 
Die Immunpräzipitation erlaubt den Nachweis von Aβ. Aβ ist ein ungefähr 4kDa 
schweres Molekül mit einer kurzen Halbwertszeit, dessen Nachweis durch die 
katalytische Wirkung von Proteasen erschwert ist. 
Die Proben wurden anhand ihrer Proteinkonzentration angeglichen und anschließend in 
ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt.  
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Es wurde 1mg Gesamtproteingehalt der jeweiligen Probe verwendet. Zu dieser Probe 
wurden 10μg des W02-Antikörpers, sowie 20μl Protein-G-Sepharose pipettiert. Dieser 
Versuchsansatz wurde über Nacht bei 4° in einem Überkopftaumler mobilisiert. 
Anschließend wurden die Proben bei 13000rpm und 4° für eine Minute zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde hintereinander mit 1ml von 
Waschpuffer A, B und C gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde die Probe 
invertiert und bei 13000rpm und 4° für eine Minute zentrifugiert. Der Überstand wurde 
bis auf 100μl, die im Reaktionsgefäß verblieben sind, verworfen. Nach dem letzten 
Waschschritt wurde die im Reaktionsgefäß verbliebene Flüssigkeit mit Hilfe einer 
Insulinkanüle entfernt.  
 
3.4.4. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen 
 
(nach Schagger und von Jagow, 1987, Durchführung nach Dissertation V. Burg 2014, 
Universität des Saarlandes) 
 
 
10x Kathodenpuffer (in ddH2O) 
   100mM Tris/HCl pH 8,25-8,5 
   100mM Tricin 
   0,1% (w/v) SDS 
 
3x SDS-Proben-Puffer (in ddH2O) 
  187,5mM Tris/HCl pH 6,8 
  6% (w/v) SDS 
  30% (v/v) Glycerin 
  15% (v/v) β-Mercaptoethanol 
  0,03% (w/v) Bromphenolblau 
 
 
Bevor das eigentliche Blotting durchgeführt werden kann, müssen die zu 
untersuchenden Proteine entsprechend ihrer Molekülgröße aufgetrennt werden. Hierzu 
wurde Natriumdodecylsulfat (SDS) verwendet. SDS denaturiert das Protein, zerstört fast 
alle nicht-kovalenten Wechselwirkungen im nativen Protein und überdeckt seine 
Eigenladung. So entstehen Komplexe, deren negative Ladung proportional zu ihrem 
Molekulargewicht ist. Die Laufgeschwindigkeit der Proteine in einem elektro-
magnetischen Feld ist proportional zu dieser negativen Ladung und antiproportional der 
Molekülgröße. 
Die Proben wurden mit SDS-Proben-Puffer versetzt und für 5 Minuten bei 98° Celsius 
gekocht, um Sekundär- und Tertiärstrukturen durch das Aufbrechen von 
Wasserstoffbrücken und das Strecken der Moleküle aufzuheben.  
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Im Fall einer vorhergegangenen Immunpräzipitation wurden 20μl 1x SDS-Proben-Puffer 
verwendet, während alle anderen Proben mit 6μl des 3x SDS-Proben-Puffer versetzt 
wurden. 
 
Anschließend wurden die aufgearbeiteten Proben in die Geltaschen eines 10-20% Tris-
Tricine-Gradientengel pipettiert und in eine kommerziellen Gelkammer der Firma 
Invitrogen überführt. Die Gelkammer wurde mit 1x Kathodenpuffer gefüllt und bei RT für 




(nach Towbin et al., 1979, Durchführung nach Dissertation Dr. V. Burg 2014, Universität 
des Saarlandes) 
 
10x Transferpuffer (in ddH2O) 
25mM Tris/HCl pH8,7 
192mM Glycin 
20% (v/v) Methanol 
0,025% (w/v) SDS 
 
 
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine müssen von dem verwendeten 
Polyacrylamidgel auf eine geeignete Membran, in diesem Fall 0,45μm dicke 
Nitrozellulose, übertragen werden. Dieser Transfer erfolgt durch die elektrophoretische 
Wirkung eines orthogonal zum Gel angelegten elektrischen Feldes. Die negativ 
geladenen Proteine bewegen sich entsprechend des elektrischen Feldes zum positiven 
Pol. Das Gel befindet sich hierbei an der Anode und die Zielmembran an der Kathode. 
Das charakteristische und auf der Molekülgröße der einzelnen Proteine basierende 
Muster bleibt bei diesem Transfer erhalten. 
 
Die Zielmembran und das Gel liegen bei dieser Methode direkt einander auf und werden 
sowohl in Richtung der Anode als auch der Kathode von zwei Whartman 
Blottingpapieren und einem Schwamm flankiert. Besondere Aufmerksamkeit gilt der 
Verhinderung von Luftblasen zwischen den einzelnen Komponenten des Sandwiches, 
da diese den Transfer und somit auch die Auswertung stören. Die Luftblasen werden 
durch mechanische Kompression der einzelnen Schichten des Sandwiches entfernt. Die 
Transferzeit und Stromstärke hängen von den zu untersuchenden Proteinen ab. Zur 
Untersuchung von Aβ wurden 380mA und eine Transferzeit von einer Stunde verwendet. 
Die Transferkammer wurde mit 1x Transferpuffer gefüllt.  
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Die Untersuchung größerer Proteine, wie BACE1, ADAM10 oder sAPPα und sAPPβ 
wurde durch eine Transferzeit von 4 Stunden bei 380mA ermöglicht. Alternativ können 
die Proteine auch bei 200mA über Nacht transferiert werden. 
3.4.6. Proteinnachweis mit der ECL-Methode 
 




Die auf der Membran immobilisierten Proteine wurden durch die ECL-Methode 
entsprechend ihrer Antigen-Beschaffenheit dargestellt. Die ECL-Methode basiert auf der 
Verwendung eines spezifischen Primär-Antikörpers und eines Spezies-spezifischen 
Sekundär-Antikörpers. Die Umsetzung von Luminol durch die an den Sekundär-
Antikörper konjugierte Meerrettichperoxidase (engl. „horseradish peroxidas“, HRP) führt 
zu einer Lichtemission, die durch entsprechende, lichtempfindliche Filme detektiert 
werden kann. Die verwendeten Antikörper sind in der vorangegangenen Tabelle 
dargestellt. 
Die Membran wurde zuerst für 12 Stunden bei 4° mit in 1x PBS gelösten 10% Milchpulver 
(w/v) in 1x PBS auf einem Schüttler inkubiert. Alternativ wurde die Membran für 1 Stunde 
bei Raumtemperatur in 10% Milchpulver (w/v) inkubiert. Das Milchpulver besetzt 
unspezifische Bindungsstellen und verringert so die Wahrscheinlichkeit einer 
unspezifischen Bindung der verwendeten Antikörper. Bei Verwendung des W02-
Antikörpers wurde die Membran vor der Blockierung für 5 Minuten bei 700 Watt in 1x 
PBS in der Mikrowelle aufgekocht (Ida et al., 1996). Anschließend wurde das Milchpulver 
entfernt und die Nitrozellulosemembran wurde entsprechend der oben beschriebenen 
Inkubationsbedingungen mit dem Primär-Antikörper inkubiert. Im Anschluss wurde die 
Membran drei Mal für 10 Minuten mit 1x PBS gewaschen und entsprechend der 
vorangegangen Tabelle mit dem Sekundär-Antikörper inkubiert.  
Die Membran wurde abermals drei Mal für 10 Minuten mit 1x PBS gewaschen und die 
ECL-Reaktionslösung (ECL-Lösung 1 und ECL-Lösung 2 im Verhältnis 1:1) wurde auf 











Aβ/sAPPα 10% Milchpulver (w/v)  
in PBS, über Nacht, 4°C 
10% Milchpulver (w/v)  
in PBS über 1 Stunde bei 
20°C 
W02, 1μg/ml 
in 1% Milchpulver (w/v) 
in PBS, 90min, RT 
P0260, 1:5000 
in PBS, 1Std, RT 
sAPPβ 10% Milchpulver (w/v)  
in PBS, über Nacht, 4°C 
Anti-sAPPβ, 1μg/ml in 5% 
Milchpulver (w/v) 
W4011, 1:5000 in 
PBS, 1Std, RT 
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Die Membran wurde zwischen zwei Kopierfolien gelegt und etwaige Luftblasen wurden 
entfernt. Die Entwicklung des Filmes fand in einer Dunkelkammer statt: Ein ECL-
Hyperfilm wurde auf die Membran aufgebracht und für verschiedene Zeiträume 
exponiert. Die Expositionsdauer wurde anhand der Signalstärke der Proben gewählt und 
lag zwischen 30 Sekunden und zwei Minuten. Der Film wurde anschließend in die 
Entwicklerlösung mobilisiert, bis zum Erscheinen der ersten Banden dort belassen, in 
Wasser gewaschen und schließlich für 2 Minuten in die Fixierer-Lösung eingetaucht. Der 
Film wurde gewaschen und die Banden mit Image-Gauge V3.45 densiometrisch 
ausgewertet. 
3.4.7. Bestimmung der β- und γ-Sekretaseaktivität auf lebenden Zellen 
 
(nach Grimm M.O. et al 2015a und Grimm M. O. et al 2016d) 
 
Cell-Imaging-Solution  
140mM  NaCl 
2,5mM  KCL 
1,5mM  CaCl2 




Enzym Substrat Messparameter 
Zyklenzahl und 
Messintervall 
α-Sekretase α-Sekretase Substrat II 
(Calbiochem No. 565767) 
12,5μM 
Extinktionswellenlänge: 
340 ± 10nm 
Emissionswellenlänge: 
490 ± 10nm 
180, 40sec 
β-Sekretase β-Sekretase Substrat IV 
(Calbiochem No. 565758) 
30μM 
Extinktionswellenlänge: 
345 ± 5nm 
Emissionswellenlänge: 




(Calbiochem No. 565764) 
12,5μM 
Extinktionswellenlänge: 
355 ± 10nm 
Emissionswellenlänge: 




Die Enzymaktivität der β- und γ-Sekretase auf lebenden Zellen wurde mit Hilfe der 
Verwendung eines fluorometrischen Substrates bestimmt. Bei dieser Methode wird ein 
Substrat, das einen Quencher und eine Fluoreszenzquelle enthält, von dem zu 
untersuchenden Enzym gespaltet, wodurch Quencher und Fluoreszenzquelle räumlich 
voneinander getrennt werden.  
Die Enzymaktivität korreliert mit der gemessenen Fluoreszenz. Der Quencher und die 
Fluoreszenzquelle sind durch eine Aminosäuren-Sequenz, welche die Schnittstelle des 
analysierten Enzyms enthält, verbunden. Das intakte Substrat emittiert keine 
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Fluoreszenz, da der Quencher durch Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (Clegg 
1995, Dewey and Hammes 1980) die Anregbarkeit des Fluorophors verhindert. Es wurde 
weiterhin für jeden Versuch ein Inhibitor für das zu entsprechende Enzym eingesetzt, da 
die verwendeten Substrate auch durch andere Mechanismen, wie zum Beispiel 
zelleigene Proteasen oder bedingt durch die Unspezifität anderer Enzyme, gespalten 
werden können. Diese Unspezifität kann durch die Subtraktion von Inhibitor-Kontrolle 
und Probe quantifiziert werden. 
Die Zellen wurden für die Messung der Sekretasenaktivität wie in 3.2.1 beschrieben auf 
96-Loch-Platten mobilisiert und für 24 Stunden in einem Inkubator kultiviert. 
Anschließend wurde das Medium entfernt und mit 0,1% FCS-haltigem Medium ersetzt. 
Die Zellen wurden zusätzlich mit 10μM des zu untersuchenden Lipidextraktes behandelt. 
Die Zellen wurden insgesamt zwei Mal mit den Lipidextrakten inkubiert; das erste Mal 
für 8 Stunden, das zweite Mal für 16 Stunden.  
 
Das Zellkulturmedium wurde anschließend vorsichtig abgesaugt und die Zellen wurden 
zwei Mal mit warmer Cell-Imaging-Lösung gewaschen. Es wurde darauf geachtet, den 
Absaugvorgang stets an derselben Stelle durchzuführen um den Zellrasen nicht zu 
schädigen. Die verwendeten Substrate wurden wie oben dargestellt verwendet. Die 
Messung erfolgte in einem Saphire2-Fluorometer. Die Messparameter wurden in der 
oberen Tabelle dargestellt. 
 
Die Quantifizierung der enzymalen Aktivität erfolgte anhand der Bestimmung der 
Steigung. Es wurde dafür eine Kinetik aller untersuchten Proben gebildet. Anhand der 
Kinetik wurde der lineare Bereich der Messung bestimmt. In diesem Bereich der 
Linearität wurde eine Tangente angelegt und die Steigung der entsprechenden Probe 
bestimmt.  Für die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde der Startpunkt der 
Kinetiken auf einem gemeinsamen Wert zum Zeitpunkt 0 auf der y-Achse normiert.  
3.4.8. Bestimmung der β- und γ-Sekretaseaktivität auf Post-Nukleären-
Fraktionen (PNF) und Membranpräperation 
 











Substrat Konzentration Proteinmenge 
Zyklenzahl und 
Messintervall 




3 μM 125μg für SH-SY5Y  
und MEF Membranen 







20μM 125μg für SH-SY5Y  
und MEF Membranen 







6,25μM 250μg für SH-SY5Y  
und MEF Membranen 





Die Quantifizierung der Enzymaktivität der β- und γ-Sekretase auf Post-Nukleären-
Fraktionen (PNF) erfolgte analog zu dem in 3.4.7 beschriebenen Verfahren. Statt 
lebenden Zellen wurden hier Membran-Fragmente verwendet.  
Die Bestimmung der Enzymaktivität auf PNFs erlaubt eine Aussage über den direkten 
Effekt der Additive auf die Aktivität der entsprechenden Sekretase. 
 
Für die Herstellung der PNF wurden eukaryote Zellen auf 10cm Schalen kultiviert. Die 
Zellen wurden dreimal mit kaltem 1x PBS gewaschen und mechanisch unter der Zugabe 
von 800μl β-/γ-Saccharose-Puffer und der Verwendung eines Gummispatels gelöst. Die 
Zellsuspension wurde in 1,5ml Reaktionsgefäße überführt, anschließend mit Keramik-
Kugeln vermengt und auf Stufe 3 für 20 Sekunden in einem Minilyse-Gerät der Firma 
Bertin Technologies aufgeschlossen. Die Proteinkonzentrationen der Lysate wurden mit 
der BCA-Methode (vgl. 3.4.2) bestimmt.  
Die Proben wurden auf 2mg/ml und ein Volumen von 1,2ml normiert und bei 900g und 
4° für 10 Minuten zentrifugiert.  
1ml der Überstände wurde in ein Glasgefäß überführt und die Lipidproben wurden nach 
vorhergegangener Erwärmung und Homogenisierung zu den Proben hinzugefügt. Diese 
Emulsion wurde anschließend für 15 Minuten auf einem Schüttler bei 400/U und 37° 
inkubiert. Anschließend wurde 800μl der konditionierten PNF in spezielle 
Ultrazentrifugations-Reaktionsgefäße überführt und für 75 Minuten bei 75000rpm und 4° 
zentrifugiert. Die Überstände wurden abgenommen und das Pellet in 800μl β-/γ-
Saccharose-Puffer resuspendiert. Glass-Kügelchen wurden gleichmäßig auf die 
einzelnen Reaktionsgefäße verteilt, welche dann auf Stufe 2 in dem Minilyse-Gerät 
lysiert wurden.  
Die Suspension wurde mithilfe einer Insulinkanüle in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß 
mobilisiert, wobei 100μl der Probe 250μg Protein entspricht. 100μl der Proben wurden 
in die Vertiefungen einer schwarzen 96-Well-Platte pipettiert.  
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Das β-Substrat wurde 1:3 in DMSO verdünnt, während das γ-Substrat 1:50 in DMSO 
verdünnt wurde. Die Substrate wurden entsprechend der zu untersuchenden Sekretase 
verwendet. Für die Bestimmung der Enzymaktivität der β-Sekretase wurden 2μl in jede 
Vertiefung und für die Bestimmung der Enzymaktivität der γ-Sekretase wurden 10μl in 
jede Vertiefung pipettiert. Die Messung erfolgte in einem Saphire2-Fluorometer. Die 
Messparameter sind in der vorrangegangenen Tabelle dargestellt.  
 
Die Auswertung der Daten erfolgte Analog zu 3.4.7. Es wurden ebfalls nur die linearen 
Bereiche ausgewertet.  
 
3.5. Arbeiten mit Lipiden 
3.5.1. Vorbereitung der Zellen 
 
Das Ziel der Lipid-Extraktion ist es eine Probe der Lipidkomposition der entsprechenden 
Zelle, bzw. Zelllinie zu erhalten. Bevor die Lipid-Extraktion durchgeführt werden kann, 
müssen die Zellen geerntet und mechanisch aufgeschlossen werden.  
Die Zellen wurden wie in 3.2 beschrieben bis zur Konfluenz kultiviert. Die zu 
bearbeitenden Zellen wurden auf Eis gelagert, um den Effekt von Proteasen und dem 
zelleigenen Metabolismus zu minimieren. 
Zuerst wurde das konditionierte Medium abgesaugt und anschließend wurden die Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von 100μl PBS zu den Zellen und 
das mechanische Ablösen des Zellrasens mit Hilfe eines Gummispatels. Die gelösten 
und in PBS suspendierten Zellen wurden in 2ml Reaktionsgefäße pipettiert. Die 
Reaktionsgefäße wurden für fünf Minuten bei 13000rpm und 4° zentrifugiert, wodurch 
die Zellen auf den Boden des Röhrchens als festes Zellpellet sedimentieren. Dieses 
Zellpellet kann bei minus 20° gelagert und, sobald die nötige Menge an geernteten Zellen 
gewonnen wurde, weiterverwendet werden. 
Die geernteten Zellen wurden mithilfe der Mini-Lyse Methode aufgeschlossen. Die zu 
lysierende Zellen wurden mit einer konstanten Menge Keramik Kügelchen und 600μl 
HPLC-grade H20 versetzt und anschließend für 30 Sekunden auf der dritten Stufe in 
einem Minilyse-Gerät der Firma Bertin Technologies lysiert. Die Zellen sind jetzt 








(nach Bligh and Dyer 1959, Durchführung nach Dissertation Dr. S. Grösgen 2013, 
Universität des Saarlandes) 
 
Die Lipidextraktion (LE) basiert auf der unterschiedlichen Löslichkeit von Fetten und 
anderen zellulären Bestandteilen in den Lösungsmitteln Chloroform und Methanol. Die 
lange Hydrocarbonkette von Lipiden begründet ihre Hydrophobie, was zu einer guten 
Löslichkeit in Chloroform führt. Polare Zellbestandteile, wie Proteine, Zucker und DNS, 
lösen sich eher in der Methanolphase. In der Interphase zwischen der Methanol- und der 
Chloroform-Phase finden sich denaturierte Proteine, die polare und unpolare 
Aminosäuren und Zelltrümmer enthalten. 
Die Proben wurden mithilfe der BCA-Methode auf 5μg/μl normiert. 1ml der Probe wurde 
in ein Glasröhrchen pipettiert und mit 3,75ml eines Chloroform-Methanol-HCl Ansatzes 
(CHCl3/MeOH/HCl(37%); (1/2/0,06; v/v/v)) vermischt. Die Proben wurden 60 Minuten 
bei 2000U/min und RT auf einem Schüttler geschüttelt und anschließend mit jeweils 
1,25ml Chloroform vermengt. Die Proben wurden nun abermals für eine Stunde 
geschüttelt und anschließend jeweils mit 1,25ml Chloroform sowie 1,25ml Wasser 
vermischt und für weitere 10 Minuten geschüttelt. Es folgte die Zentrifugation der 
Glasröhrchen bei 5000rpm und RT für 10 Minuten. Die Zentrifugation führt zu der Bildung 
von drei Phasen, entsprechend der oben beschriebenen Löslichkeit der verschiedenen 
Stoffe. Die Lipid-haltige, untere Phase wurde vorsichtig isoliert, in ein neues 
Glasröhrchen überführt und bei 30° in Stickstoff eingedampft. Die Probe wurde 
anschließend abermals in 1ml Wasser aufgenommen und die oben beschriebene 
Prozedur wurde wiederholt, um die Reinheit der Lipide zu erhöhen. Nach dem 
wiederholten Abdampfen in Stickstoff wurden die Lipide entsprechend ihres Gewichtes 
in Ethanol gelöst. Die Lösung erfolgte indem die Lipide in einem Wasserbad für 10 
Minuten sonofiziert wurden. 
Es wurde ein durchschnittliches Molekulargewicht von 735g/mol (basierend auf Zilkha 
und Mc, 1963) angenommen und die Lipide wurden auf eine Konzentration von 10mM 
normiert. 








3.5.3. Bestimmung des Lipid-assoziierten Phosphates 
(Piper and Lovell, 1981) 
 
Waschpuffer 
H2SO4 5M 18% (v/v) 
HClO4 2% (v/v) 
ddH2O 80% (v/v) 
 
Ammoniummolybdat-Lösung 
Ammoniummolybdat 0,9% (w/v) 
ddH20 91,1 (v/v) 
 
L-Ascorbinsäure-Lösung 
L-Ascorbinsäure 10% (w/v) 
ddH2O 90% (v/v) 
 
Die Bestimmung des Lipid-assoziierten Phosphates erlaubt eine Aussage über die 
quantitative Veränderung aller Phospholipide. Zusammen mit der Untersuchung der 
Lipidextrakte durch die Massenspektrometrie kann so eine Aussage über die 
Beschaffenheit der einzelnen Lipidextrakte getroffen werden. 
Aufgrund des ubiquitären Vorkommens von Phosphaten wurden alle verwendeten 
Geräte und Behältnisse gründlich gereinigt und von Phosphat-haltigen Spülmitteln 
befreit. 
Die zu untersuchenden Lipidextrakte wurden in verschiedenen Konzentrationen in ein 
Glasröhrchen überführt und die lipophile Phase der Extrakte wurde im Stickstoffstrom 
evaporiert. Anschließend wurden die verbleibenden Lipide in 100μl Waschpuffer 
resuspendiert. Um die Löslichkeit zu garantieren wurden die Suspensate für 10 Minuten 
sonofiziert und in ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt. Nachfolgend wurden die Proben 
bei 130° C für 90 Minuten inkubiert. Nach dem Abkühlen der Proben wurden sie mit 
150μl ddH20 vermengt und für 30 Minuten auf einem Schüttler bei 8000/U mobilisiert.  
Schließlich wurden 80μl der Ammoniummolybdat-Lösung sowie 32μl der L-
Ascorbinsäure-Lösung hinzupipettiert und die Proben wurden für 30 Minuten bei 45° C 
inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte bei 800nm in einen SAFIRE II-









Die massenspektrometrische Untersuchung der Lipidextrakte erfolgte in Kooperation mit 
Christoph Stahlmann. Die Vorbereitung der Proben, die Lipidextraktion und die 
Auswertung der gewonnen Daten erfolgten im Rahmen dieser Arbeit. 
 
Die Analyse wurde in einem 4000 QTRAP-Massenspektrometer der Firma AB Sciex 
durchgeführt. Dabei handelt es sich um einen Hybrid aus Quadrupol und „linear ion trap“ 
(LIT) Massenspektrometer. Für die Auswertung der Daten wurde die Software Analyst 
1.4.2 verwendet. Die Software wurde ebenfalls von AB Sciex bezogen. 
3.6.1. Ionisationsquelle 
(nach Dissertation S. Grösgen 2013, Universität des Saarlandes) 
 
Die Elektrospray-Ionisation (ESI) wurde von John B. Fenn 1984 etabliert und bildet die 
Basis für die in dieser Arbeit verwendete Ionenquelle. Hierbei wird die zu untersuchende 
Analytlösung durch eine Kapillare geleitet. Durch das Anlegen einer Spannung zwischen 
der Kapillare und einer Gegenelektrode entsteht ein elektrisches Feld. Als Trägergas 
wird Stickstoff verwendet.  Durch die Wirkung von Spannung und Hitze entsteht ein 
feines Aerosol an der Spitze der Kapillare. Die verdampfende Analytlösung verringert 
dabei ihre Oberfläche und die Oberflächenladungsdichte nimmt stetig zu.  
Da gleich geladene Teilchen sich gegenseitig abstoßen werden die einzelnen Tropfen 
zunehmend instabil. Die Ladungsrenze, die ein bestimmter Tropfen aufnehmen kann, 
wird als Rayleigh-Limit bezeichnet. Diese Grenze wird durch die Größe des Tropfens 
und seine Oberflächenspannung definiert. Sobald die Rayleigh-Grenze erreicht wird, 
zerfällt der Tropfen in kleinere Tropfen in einer Coloumb-Explosion. Dieser Prozess setzt 
sich solange fort, bis nur noch einzelne Ionen verbleiben, da die Oberflächenspannung 
der resultierenden Tropfen stehts geringer ist als die des Vorgängers (Taflin et al. 1989). 
Verschiedene Modelle beschreiben diesen Vorgang. Das Modell des geladenen 
Rückstands geht davon aus, dass die Größe der einzelnen Tropfen solange reduziert 
wird bis nur noch ein einzelnes ionisiertes Teilchen übrig ist. Das Ionenemissionsmodell 
führt die Enstehung einzelner Ionen hingegen auf die Freisetzung dieser Ionen aus 
größeren, geladenen Tropfen zurück. 
Die ESI gilt als „sanfte“ Ionisierungstechnik. Die auf die Analytlösung wirkende Ladung 
ist vergleichsweise gering und es kommt zur Enstehung einfach positiv oder einfach 
negativ geladenener Teilchen.  
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Charakteristisch für die ESI-Methode ist das Entstehen von Addukt-Ionen, also 
Anlagerungsprodukten, die durch die Wechselwirkung zwischen dem Analyten und 
Bestandteilen der Puffer-Lösung oder dem Trägergas entstehen. 
3.6.2. Massenspektrometrie 
Als Analysator wurde in der vorliegenden Arbeit ein Quadrupol verwendet. Grundlegend 
ist ein Quadrupol ein Massefilter, der Teilchen einer definierten Masse m und Ladung z 
stabilisiert. Ein einzelner Quadrupol besteht aus vier paralel liegenden Stabelektroden. 
Die Polarität der gegenüberliegenden Stabelektroden ist dabei stets identisch. Das 
Anlegen eines Gleich- und eines hochfrequenten Wechelspannung-Anteils erlaubt es 
die Ionen entsprechend ihrer Ladung und Masse zu selektieren, da nur bestimmte 
Bahnen innerhalb des Quadrupols stabil sind. Diese stabilen Bahnen werden durch die 
Mathieusche Differentialgleichung beschrieben. Die Bahn eins Teilchens mit dem 
gewünschten Masse/Ladung-Verhältnis ist sinus-förmig und erreicht den Detektor. Ionen 
hingegen, die sich auf instabilen Bahnen bewegen, werden zunehmend stärker 
ausgelenkt und verlassen den Bereich des elektromagnetischen Feldes.  
Das 4000 QTRAP-Massenspektrometer besteht aus vier Quadrupolen. Die Quadrupole 
werden als Q0, Q1, Q2 und Q3 bezeichnet. Q0 schließt sich direkt an die 
Ionisationsquelle an und bündelt die Analyte. Q1 agiert – wie oben beschrieben – als 
Massenfilter. Durch das Anlegen einer bekannten Spannung werden nur bestimmte 
Ionen stabilisiert und erreichen Q2. In Q2 kollidieren die Ionen mit einem Inertgas, in 
diesem Fall Stickstoff. Die Interaktion mit dem Inertgas führt durch die Zuhfur von 
Energie zur Fragmentation der Ionen, wobei dieser Zerfall spezifische Fragmente bildet. 
Q3 ist ein weiterer Massenfilter, der auf ein spezifisches Masse/Ladung-Verhältnis 
eingestellt ist. Diesen letzten Quadrupol ist eine Ionenfalle angegliedert. In der Ionenfalle 
können die Anaylte „gespeichert“ und manipuliert werden. Die Ionenfalle besteht aus 
einer Ringelektrode an der eine Wechselspannung angelegt ist sowie zwei Endkappen. 
Die Ionenfalle erlaubt es durch die Wahl einer geeigneten Spannung bestimmte Ionen 
zu stabilisieren, anzureichern und gezielt zu entlassen, um sie zu detektieren. 
3.6.3. Vorbereitung der Proben 
(nach Dissertation Dr. S. Grösgen 2013, Universtität des Saarlandes) 
 
Die zu untersuchenden Zellen wurden wie in 3.2 beschrieben kultiviert. Nach Erreichen 
der Konfluenz wurden die Zellen analog zu 3.6.1 für die Lipidextraktion vorbereitet und 
mechanisch aufgeschlossen.  
Die Proben wurden auf einen Proteingehalt von 5mg/ml normiert (vgl. 3.5.2).  
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Anschließend wurde eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer wie in 3.6.2 beschrieben 
durchgeführt. Die Proben wurden auf 10mM normiert und in Ethanol durch Sonofizierung 
gelöst. 
Für die Analyse der Phosphtidylcholine (PC), Phosphatidylethanolamine (PE), Carnitine 
und Sphingomyelin wurde eine 1ml 96-Loch-Sammelplatte mit einer entsrpechenden 96-
Loch-Sterilfilterplatte mit einer Porengröße von 0,45µm verschlossen. Whatman-Papier 
mit einem Durchmusser von 5mm wurde in jede Vertiefung gelegt und 10µl der Probe 
dazu pipettiert. Zusätzlich wurden 10pmol eines internen Standards, der aus einer 
humanen Gehirnprobe gewonnen wurde (bereitgestellt von Dr. J. Mett), zu den Proben 
pipettiert. Die Proben wurden anschließend unter 1,5baren Stickstoffstrom für 45min bei 
RT getrocknet. Phosphoisothiocyanat wurde 1:20 (v/v) in Ethanol/Wasser/Pyirdin (1/1/1; 
v/v/v) verdünnt und 20µl dieser Lösung zu den Proben pipettiert. Die Proben wurden 
anschließend für 20min bei RT inkubiert und unter Stickstoffstrom von 1,5bar für 45min 
bei RT getrocknet. 4,93mM Ammoniumacetat wurde in Methanol gelöst und zusammen 
mit den Proben für 30min auf dem Schüttler bei 450rpm und RT inkubiert. Schließlich 
wurden die Proben bei 500g für 2min durch die Sterilfilterplatte in die 96-Loch-
Sammelplatte zentrifugiert, mit 600µl Laufpuffer (161,5mM Ammoniumacetat in 
Wasser/Methanol, 3/297, v/v) versetzt und für 2min bei 450rpm und RT auf dem 
Schüttler durchmengt. Der Autosampler wurde in der Zwischenzeit auf 10°C vorgekühlt. 
Die 96-Loch-Sammelplatte wurde mit einer Silikonmatte versiegelt und zur Analyse der 
Proben in den Autosampler gebracht. 
Für die Analyse der Ceramide wurde ebenfalls eine 1ml 96-Loch-Sammelplatte mit einer 
entsprechenden 96-Loch-Sterilfilterplatte verwendet. 10µl der Probe wurde mit 10pmol 
eines Cer d18:1/6:0 Standards versetzt und für 1H bei RT unter 1,5bar Stickstoffstrom 
getrocknet. Ein Chloroform/Methanol Gemisch wurde im Verhältnis 95:5 (v/v) angesetzt 
und 300µl zu den Proben gegeben. Analog zu dem oben beschriebenen Vorgehen 
wurden die Proben nun für 30min bei RT und 450rpm auf einem Schüttler durchmengt 
und für 2min bei 500g durch die Filterplatte zentrifugiert. 600µl 5mM Ammoniumacetat 
in Methanol/Wasser (97:3; v/v) wurde in jede Vertiefung pipettiert, die Platte wurde mit 
einer Silikonplatte verschlossen und für 2min bei RT und 450rpm auf einem Schüttler 









Es wurden die folgenden Lipid-Standards zur Normierung der Ergebnisse verwendet. 
Lyso-PC-Standard 19:0 Lyso PC Avanti Polar Lipids 855776 
PCaa-Standard 06:0 PC (DHPC) Avanti Polar Lipids 850305 
PCae-Standard 12:0 Diether PC Avanti Polar Lipids 999994 
SM-Standard 06:0 SM (d18:1/6:0) Avanti Polar Lipids 860582 
PE-Standard 08:0 PE Avanti Polar Lipids 850699 
Sulfatid-Standard C12 Mono-Sulfo Galactosyl(ß)  Avanti Polar Lipids 860573 
Ceramid-Standard Cer d18:1/6:0 Humane Gehirn-Probe (von 
Dr. J. Mett bereitgestellt) 
 
3.6.4. Scanmodi und Einstellungen 
(nach Dissertation Dr. S. Grösgen 2013, Universität des Saarlandes, und Dissertation C. 
Stahlmann 2018, Universität des Saarlandes) 
 
Grundsätzlich können verschiedene Scanmodi für die Analyse der Lipidextrakte 
verwendet werden. Für diese Arbeit sind die Neutralverlust-Analyse, die PIS-Analyse 
(engl. „Precursor Ion Scan“)  und die MRM-Analyse (engl. „Multi reaction monitoring“) 
von Bedeutung. 
 
Phosphatidylethanolamine wurden mittels kontinuierlicher Neutralverlust-Analyse 
untersucht. Bei der Neutralverlust-Analyse agiert Q01 als Massenanalysator. In der 
Kollionszelle Q02 werden alle Analyte stoßfragmentiert. Charakteristisch für die 
Lipidspezies der PE ist der Verlust eines 141m/z Fragments. Die Messparameter wurden 
daher so eingestellt, dass Q03 alle PE-Analyte detektiert, die dieses spezifische 
Fragment verloren haben. Dieses Analyse-Verfahren wird als kontinuierlich bezeichnet, 
da die beiden Massenanalysatoren Q01 und Q03 parallel messen. Die Geräteeinstellung 
des 4000QTRAP zur Messung der PE wude wie in der Dissertation von Dr. S. Grösgen 
2013, Universität des Saarlandes beschrieben verwendet, und sind im folgenden 
wiedergegeben:  
Massenbereich in m/z 600-900, Collision Energy (CE) 30, Curtain Gas (CUR) 10, Cell 
Exit Potential (CXP) 10, Collision Gas (CAD) Medium, Auflösung Q1 Unit, IonSpray 
Voltage (IS) 4500, Auflösung Q3 Unit, Temperatur (TEM) 200, Step size 0,1Da, Ion 
Source Gas 1 (GS1) 40, Injektionsvolumen 20μl, Ion Source Gas 2 (GS2) 50, Draw 
Speed 200μl/min, Declustering Potential (Goodpaster et al.) 60, Eject Speed 200μl/min, 
Entrance Potential (EP) 10, Reinigung der Nadel; Flush Port 10sek. 
 
Die Lipidspezies der Phosphatidylcholine, Carnitine und Sphingomyeline wurde durch 
die MRM-Analyse untersucht.  
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Die MRM-Analyse verwendet die drei Quadrupole Q01, Q02 und Q03. Dabei wird 
werden die zu untersuchenden Analyte in Q01 gefiltert und anschließend in Q02 durch 
Interaktion mit dem Inertgas Stickstoff stoßfragmentiert. Die so entstehenden 
Fragmentionen können in Q03 für die Detektion spezifisch selektiert werden. Nur 
Analyte, die sowohl ein spezifisches Vorläuferion in Q01 und ein spezifisches 
Fragmention in Q03 zeigen, werden detektiert. Die Geräteeinstellungen für die Analyse 
der Phosphatidylcholine, Carnitine und Sphingomyelin ist im Folgenden angegeben: 
Curtain Gas (CUR) 20, Cell Exit Potential (CXP) 15, Collision Gas (CAD) Medium, 
Auflösung Q1 Unit, IonSpray Voltage (IS) 5500, Auflösung Q3 Unit, Temperatur (TEM) 
200, Injektionsvolumen 20μl, Ion Source Gas 1 (GS1) 40, Draw Speed 200μl/min, Ion 
Source Gas 2 (GS2) 50, Eject Speed 200μl/min, Entrance Potential (EP) 10, Reinigung 
der Nadel; Flush Port 10sek. 
 
Die Analyse der Lipidspezies der Ceramide basiert auf der Methode von (Gu M. et al. 
1997) und wurde in dieser Arbeit wie in der Dissertation C. Stahlmann 2018, Universität 
des Saarlandes, verwendet.  Die Ceramide wurden mittels MRM-Analyse detektiert. 
Dabei wurde der Sphingosinanteil durch Stoßfragmentation in Q02 abgespalten und das 
resultierende Fragment der Masse/Ladung von 264,3 detektiert. 
 
3.6.5. Molekülspezifische Parameter für die massenspektrometrische 
Analyse 
(nach Dissertation Dr. S. Grösgen 2013, Universität des Saarlandes, und Dissertation C. 
Stahlmann 2018, Universität des Saarlandes) 
 
Im Folgenden sind die molekülspezifischen Einstellungen der MRM-Analyse für die 
einzelnen Lipidspezies dargestellt. Dabei werden die folgenden Abkürzungen 
verwendet: Da: Dalton; DP: Declustering Potential; CE: Collision Energy. 
 
Diacyl-Phosphatidylcholine werden als PCaa, Phosphatidylcholin-Plasmalogene als 
PCae, diacyl-Phosphatidylethanolamine als PEaa, Phosphatidylethanolamin-








Molekülspezifischen Einstellungen für die massenspektrometrische Analyse 
der diacyl-Phosphatidylcholine 










PCaa C24:0  622,4 184 10 98 33 
PCaa C26:0 650,5 184 10 103 35 
PCaa C28:1 676,5 184 10 106 35 
PCaa C30:0 706,5 184 10 106 37 
PCaa C30:2 702,5 184 10 111 37 
PCaa C32:1 732,6 184 10 118 39 
PCaa C32:2 730,5 184 10 117 38 
PCaa C32:3 728,5 184 10 117 38 
PCaa C34:1 760,6 184 10 125 41 
PCaa C34:2 758,6 184 10 123 40 
PCaa C34:3 756,6 184 10 123 40 
PCaa C34:4 754,5 184 10 122 40 
PCaa C36:0 790,6 184 10 131 43 
PCaa C36:1 788,6 184 10 131 43 
PCaa C36:2 786,6 184 10 130 43 
PCaa C36:3 784,6 184 10 130 42 
PCaa C36:4 782,6 184 10 129 42 
PCaa C36:5 780,6 184 10 129 42 
PCaa C36:6 778,5 184 10 128 42 
PCaa C38:0 818,7 184 10 138 42 
PCaa C38:1 816,7 184 10 138 45 
PCaa C38:3 812,6 184 10 136 44 
PCaa C38:4 810,6 184 10 136 44 
PCaa C38:5 808,4 184 10 136 44 
PCaa C38:6 806,6 184 10 135 44 
PCaa C40:1 844,7 184 10 145 47 
PCaa C40:2 842,7 184 10 144 47 
PCaa C40:3 840,7 184 10 144 47 
PCaa C40:4 838,6 184 10 144 47 
PCaa C40:5 836,6 184 10 143 47 
PCaa C40:6 834,6 184 10 143 46 
PCaa C42:0 874,7 184 10 154 50 
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PCaa C42:1 872,7 184 10 153 50 
PCaa C42:2 870,7 184 10 153 50 
PCaa C42:4 866,7 184 10 152 50 
PCaa C42:5 864,7 184 10 151 49 
PCaa C42:6 826,7 184 10 150 49 
PCaa C44:0 902,7 184 10 163 50 
PCaa C48:0 958,8 184 10 170 50 
 
 
Molekülspezifischen Einstellungen für die massenspektrometrische Analyse 
der Phosphatidylcholin-Plasmalogene 










PCae C30:0 692,6 184 10 111 37 
PCae C30:1 690,5 184 10 109 36 
PCae C30:2 688,5 184 10 108 36 
PCae C32:1 718,6 184 10 115 38 
PCae C32:2 716,6 184 10 114 37 
PCae C34:0 748,6 184 10 120 40 
PCae C34:1 746,6 184 10 121 39 
PCae C34:2 744,6 184 10 120 39 
PCae C34:3 742,6 184 10 120 39 
PCae C36:0 776,7 184 10 128 42 
PCae C36:1 774,6 184 10 127 41 
PCae C36:2 772,6 184 10 127 41 
PCae C36:3 770,6 184 10 126 41 
PCae C36:4 768,6 184 10 126 41 
PCae C36:5 766,6 184 10 125 41 
PCae C38:0 804,7 184 10 135 44 
PCae C38:1 802,7 184 10 133 44 
PCae C38:2 800,7 184 10 133 43 
PCae C38:3 798,6 184 10 133 43 
PCae C38:4 796,6 184 10 133 43 
PCae C38:5 794,6 184 10 132 42 
PCae C38:6 792,6 184 10 132 43 
PCae C40:0 832,7 184 10 142 46 
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PCae C40:1 830,7 184 10 141 46 
PCae C40:2 828,7 184 10 141 46 
PCae C40:3 826,7 184 10 141 46 
PCae C40:4 824,7 184 10 140 45 
PCae C40:5 822,6 184 10 139 45 
PCae C40:6 820,6 184 10 139 45 
PCae C42:0 836,6 184 10 150 49 
PCae C42:1 858,7 184 10 141 46 
PCae C42:2 856,7 184 10 149 48 
PCae C42:3 854,7 184 10 148 48 
PCae C42:4 852,7 184 10 148 48 
PCae C42:5 850,7 184 10 147 48 
PCae C44:3 882,7 184 10 156 51 
PCae C44:4 880,7 184 10 150 51 
PCae C44:5 878,7 184 10 153 51 
PCae C44:6 876,7 184 10 154 51 
 
 
Molekülspezifischen Einstellungen für die massenspektrometrische Analyse 
der Ceramide 












395,6 264,3 10 44 27 
Cer d18:1/14:0 510,4 264,3 100 55 33 
Cer d18:1/16:0 538,5 264,3 100 55 33 
Cer d18:1/18:2 564,6 264,3 100 55 26 
Cer d18:1/18:1 564,6 264,3 100 55 37 
Cer d18:1/20:5 584,5 264,3 100 58 34 
Cer d18:1/20:4 586,5 264,3 100 58 36 
Cer d18:1/20:1 592,6 264,3 100 51 40 
Cer d18:1/20:0 594,6 264,3 100 51 36 
Cer d18:1/22:6 610,5 264,3 100 56 40 
Cer d18:1/22:5 612,6 264,3 100 58 36 
Cer d18:1/22:4 614,6 264,3 100 58 36 
Cer d18:1/22:3 616,6 264,3 100 61 39 
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Cer d18:1/22:2 618,6 264,3 100 61 40 
Cer d18:1/22:1 620,6 264,3 100 54 39 
Cer d18:1/22:0 622,6 264,3 100 50 37 
Cer 18:1/23:0 636,6 264,3 100 65 42 
Cer d18:1/24:3 644,6 264,3 100 65 42 
Cer d18:1/24:2 646,6 264,3 100 63 42 
Cer d18:1/24:1 648,7 264,3 100 59 39 
Cer d18:1/24:0 650,7 264,3 100 59 40 
Cer d18:1/25:1 662,7 264,3 100 64 39 
Cer d18:1/25:0 664,7 264,3 100 65 44 
Cer d18:1/26:1 676,7 264,3 100 64 42 
Cer d18:1/26:0 678,7 264,3 100 64 42 
 
Molekülspezifischen Einstellungen für die massenspektrometrische Analyse 
der Sulfatide 








Su d18:1/12:0 (Std.)  722,5 96,9 10 -200 
Su d18:1/18:0 806,6 96,9 100 -200 
Su d18:1/18:0 hydrox 822,6 96,9 100 -200 
Su d18:1/20:0 834,7 96,9 100 -200 
Su d18:1/20:0 hydrox 850,7 96,9 100 -200 
Su d18:1/22:0  862,8 96,9 100 -190 
Su d18:1/24:1 888,8 96,9 100 -215 
Su d18:1/24:0 890,8 96,9 100 -220 
Su d18:1/24:1 hydrox 904,8 96,9 100 -200 
Su d18:1/24:0 hydrox 610,5 264,3 100 56 
 
Molekülspezifischen Einstellungen für die massenspektrometrische Analyse 
der Sphingomyeline 










SM (18:1/14:1 OH) 689,6 184 10 108 36 
SM (18:1/16:0) 703,6 184 10 112 37 
SM (18:1/16:1) 701,6 184 10 111 37 
SM (18:1/16:1 OH) 717,6 184 10 114 38 
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SM (18:1/18:1) 729,6 184 10 117 38 
SM (18:1/20:2) 755,6 184 10 123 40 
SM (18:1/22:1 OH) 801,7 184 10 134 43 
SM (18:1/22:2 OH) 799,7 184 10 133 43 
SM (18:1/22:3) 781,6 184 10 129 42 
SM (18:1/24:0) 815,7 184 10 137 45 
SM (18:1/24:1) 813,7 184 10 137 45 
SM (18:1/24:1 OH) 829,7 184 10 141 48 
SM (18:1/26:0) 843,7 184 10 144 47 
 
Die Geräteeinstellungen für die MRM-Analyse der Sphingomyeline, Sulfatide und 
Ceramide wurde wie in der Dissertation von Dr. S. Grösgen 2013, Universität des 
Saarlandes, verwendet. 
 
3.6.6. Statistische Auswertung 
Die Daten wurden durch die SPSS Statistics 22-Software oder durch Microsoft Excel 
ausgewertet.  
p-Werte ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant bezeichnet (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p 
≤ 0,001). 
Um zu überprüfen ob die Grundgesamtheit der Stichprobe einer Normalverteilung 
entspricht, wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet. 
Der p-Wert beschreibt die Wahrscheinlichkeit das beobachtete Ergebnis oder ein 
extremeres zu erhalten, wenn die Nullhypothese, dass zwischen den Gruppen kein 
Unterschied besteht, zutrifft. Das Signifkanzniveau zwischen den Mittelwerten zweier 
unabhängigen Stichproben wurde durch den zweiseitigen, ungepaarten Student´s t-test 
errechnet. Für die Bestimmung des Signifikanzniveaus zwische mehr als zwei 
unabhängigen Stichproben wurde wie folgt vorgegangen: Die Varianzhomogenität 
wurde durch den Levene-Test ermittelt. Zeigten die Stichproben eine 
Varianzhomogenität im Levene-Test wurde der Scheffé-Test verwendet. Waren die 
Stichproben im Levene-Test hingegen inhomogen wurde der Least significant 
difference-Bonferroni-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde mittels ANOVA-





Diese Arbeit untersucht den Einfluss von AICD auf das Lipidprofil und die Lipidspezies 
der Phosphatidylcholine, Phosphatidylethanolamine, Plasmalogene und Ceramide. Im 
zweiten Teil der Ergebnisse wird die Regulation der β- und γ-Sekretase durch die Lipid-
Extrakte untersucht. 
 
4.1. Einfluss von AICD auf die Lipidkomposition 
 
In dieser Arbeit soll der Einfluss von AICD auf das zelluläre Lipidprofil untersucht werden. 
Bereits bekannt ist, dass AICD die Alkyl‐Dihydroxyacetonephosphate‐Synthase (AGPS) 
reguliert und so zu erhöhten Plasmalogen-Spiegeln führt (Grimm M. O. et al. 2011d). 
Außerdem reguliert AICD die Spingolipid de novo Synthese über einen Einfluss auf die 
Genexpression der SPTLC2-Untereinheit der Serin-Palmitoyl-CoA Transferase (SPT) 
(Grimm M. O. et al. 2011b) und die Lipidspezies der Sphingomyeline über einen Einfluss 
auf die Spingomeylinase (Grimm M. O. et al. 2005). Erst kürzlich wurde eine Interaktion 
von AICD und den Fettsäure-Desaturasen FADS beschrieben (Dissertation C. 
Stahlmann 2018, Universität des Saarlandes). 
Der Einfluss von AICD auf das Verhältnis von mehrfach-ungesättigten zu einfach-
ungesättigten und gesättigten Fettsäuren ist unbekannt und wird in dieser Arbeit 
untersucht. Weiterhin werden die Ceramide und die Sphingomyeline untersucht um den 
bereits bekannten Einfluss von AICD auf die SPT zu bestätigen. 
 
Wildtyp Maus-Fibroblasten exprimieren volllängen APP auf Wildtyp-Niveau. Die letzten 
15 Aminosäuren des APP C-Terminus wurden in Wildtyp Maus-Fibroblasten deletiert. 
Die Konsensussequenz YENPTY befindet sich im deletierten Bereich, sodass die 
funktionelle AICD-Domäne in diesem Zellmodell ausgeschaltet ist (Borg Jean-Paul et al. 
1996a). Beide Zelllinien wurden im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. Ulrike Müller 
(Heidelberg) zur Verfügung gestellt (Ring et al., 2007). Die Wildtyp Maus-Fibroblasten 
werden als MEF AWT bezeichnet. Die transgenen, AICD-defizienten Zellen werden als 
MEF APPΔCT15 bezeichnet. Es wurde von beiden Zelllinien Lipidextrakte generiert, 
massenspektrometrisch analysiert und miteinander verglichen. 
Zwei weitere Zellmodelle wurden aus den gerade beschriebenen MEF APPΔCT15-
Zellen generiert. Die Zellen wurden zum einem mit einem Leervektor transfiziert. Diese 
Zellen tragen weiterhin kein funktionales AICD und werden als MEF ΔΔ mock 
bezeichnet. Zum anderen wurde durch das Einbringen eines Vektors in  MEF 
APPΔCT15-Zellen ein AICD-exprimierendes Zellmodell generiert. Diese Zellen 
überexprimieren die letzten 50 C-terminalen Aminosäuren von APP. Dieses Zellmodell 
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wird als MEF ΔΔ C50 bezeichnet und überexprimiert funktionales AICD. Aus diesen 
beiden Zellmodellen wurden ebenfalls Lipidextrakte gewonnen, massenspektrometrisch 
analysiert und miteinander verglichen.  
Ein Überblick über die verwendeten Zelllinien ist in 3.1.2 gegeben. Es wurden zum einen 
MEF AWT mit MEF APPΔCT15-Zellen und zum anderen MEF ΔΔ C50 mit  MEF ΔΔ 
mock-Zellen verglichen. 
 
Die Lipidextrakte wurden aus Zellen, die wie in 3.5 beschrieben kultiviert wurden, 
gewonnen. Die Lipidextrakte wurden in einer Konzentration von 10μM auf den Zellen 
inkubiert. 
4.1.1. LDH-Assay der Lipidextrakte 
Um eine mögliche Zytotoxizität der Lipidextrakte auszuschließen wurde ein LDH-Assay 
mit jedem verwendeten Lipidextrakt durchgeführt. Die Lipidextrakte wurden mit 10μM 
auf den Zellen inkubiert. Zur Bestimmung der Zytotoxizität wurden SH-SY5Y APP-Zellen 
verwendet. Diese Zellen wurden mit den zu untersuchenden Lipidextrakten unter 
Standardbedingungen zwei Mal für 12 Stunden inkubiert.  
Die Ergebnisse des LDH-Assays (siehe 3.2.6) sind im Folgenden dargestellt. 
Die Benennung der Lipidextrakte setzt sich aus den Zellen, aus denen sie gewonnen 
wurden, sowie einer organisatorischen Nummer zusammen. 
 
Bestimmung der Zytotoxizität der Lipidextrakte durch LDH-Assay 
Lipidextrakt 
Toxizität  
(Anteil der verstorbenen Zellen in Prozent) 
AWT 2,8 ± 0,11% 
APPΔCT15 2,8 ± 0,08% 
ΔΔ C50 2,7 ± 0,09% 
ΔΔ mock 3,0 ± 0,31% 
 
Die Lipidextrakte zeigen eine Toxizität, die zwischen 2,7% und 3,0% schwankt. 
Statistisch zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen 
Lipidextrakten, bzw. Gruppen.  
4.1.2. Analyse der Lipidspezies 
Die Lipide wurden anhand ihrer errechneten Kettenlänge und Sättigung innerhalb der 
entsprechenden Lipidspezies untersucht. 
Es wurden die folgenden Lipidspezies analysiert: Diacyl-Phosphotidylcholine (PC aa), 
Phosphotidylcholin Plasmalogene (PC ae), Diacyl-Phosphotidylethanolamine (PE aa), 
59 
 
Phosphotidylethanolamin Plasmalogene (PE ae), Lysierte Phosphotidylcholine, 
Ceramide und Sphingomyeline.  
 
Die Auswertung der Massenspektrometrie erfolgte, indem die Lipid-Spezies in 
Abhängigkeit zu ihrem Sättigungsgrad gruppiert wurden. Es wurden gesättigte, einfach- 
und mehrfach- ungesättigte Fettsäuren sowie die Anzahl der Doppelbindungen 
unterschieden. 
 
Weiterhin wurden die Lipidextrakte durch die Bildung der folgenden Quotienten 
charakterisiert: 
-PUFA /SFA (Mehrfach ungesättigte Fettsäuren / gesättigte Fettsäuren) 
-PUFA / MUFA (Mehrfach ungesättigte Fettsäuren / einfach ungesättigte Fettsäuren) 
 
4.1.3. Massenspektrometrische Analyse der Phosphatidylcholine 
Diacyl-Phosphatidylcholin ist eine der häufigsten Phospholipide im menschlichen Gehirn 
und macht 29% des Trockengewichts der Lipide in Neuronen aus (Calderon et al. 1995, 
O'Brien and Sampson 1965). PCs setzen sich aus Fettsäuren, Glycerin, Phosphorsäure 
und Cholin zusammen. 
Eine Untergruppe der Phosphatidylcholine sind die Phosphatidylcholin-Plasmalogene. 
Plasmalogene sind Etherlipide, deren endständiges Kohlenstoffatom des Glycerins mit 
einem Enolether verbunden ist. Phosphatidylcholine werden hier als PC aa bezeichnet, 
während Phosphatidylcholin-Plasmalogene als PC ae bezeichnet werden.  
 
Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die jeweiligen Lipide der 
Phosphatidylcholine, die entweder zu den gesättigten (SFA), den einfach-ungesättigten 
(MUFA) und den mehrfach ungesättigten (PUFA) Fettsäuren zählen. 
Übersicht über die Diacyl-Phosphatidylcholine  
SFA MUFA PUFA 
PC aa C24:0 PC aa C28:1 PC aa C30:2 
PC aa C26:0 PC aa C32:1 PC aa C32:2 
PC aa C28:0 PC aa C34:1 PC aa C32:3 
PC aa C30:0 PC aa C36:1 PC aa C34:2 
PC aa C32:0 PC aa C38:1 PC aa C34:3 
PC aa C36:0 PC aa C40:1 PC aa C34:4 
PC aa C38:0 PC aa C42:1 PC aa C36:2 
PC aa C40:0  PC aa C36:3 
PC aa C42:0  PC aa C36:4 
PC aa C44:0  PC aa C36:5 
PC aa C48:0  PC aa C36:6 
  PC aa C38:3 
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  PC aa C38:4 
  PC aa C38:5 
  PC aa C38:6 
  PC aa C40:2 
  PC aa C40:3 
  PC aa C40:4 
  PC aa C40:5 
  PC aa C40:6 
  PC aa C42:2 
  PC aa C42:4 
  PC aa C42:5 
  PC aa C42:6 
 
Die massenspektrometrisch untersuchten Lipidspezies wurden in die Gruppen MUFA, 
PUFA und SFA eingeteilt. Anschließend wurde der Quotient aus PUFA/SFA und 
PUFA/MUFA gebildet.  
 
 
Abbildung 5: Mittelwerte des 
PUFA/SFA Quotienten als 
Balkendiagramm für die PC aa-Spezies 
der Lipidextrakte MEF AWT und MEF 
APPΔCT15, 
Der Mittelwert des PUFA/SFA-Quotienten 
des Lipidextraktes MEF AWT beträgt 92% 
(±12,36%), für MEF APPΔCT15 107% 
(±12,41%), Die Differenz zwischen MEF 
AWT und MEF APPΔCT15 ist signifikant 
und beträgt 15% bei einem p ≤ 0,05. Die 
Signifikanz wurde durch einen zwei-
seitigen T-Test errechnet. Es wurde der 
Quotient zwischen der Summe alle PC 
PUFAs und PC SFAs gebildet. Es wurden 
7 Lipidextrakte untersucht (n =7). Die 










Es kann eine signifikante Erhöhung des PUFA/SFA-Quotienten der Lipidextrakte der 
MEF APPΔCT15-Zellen im Vergleich zu den MEF AWT-Zellen beobachtet werden.  







Abbildung 6: Mittelwerte des PUFA/SFA-
Quotienten als Balkendiagramm für die 
PC aa der Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 und 
MEF ΔΔ mock.  
Der Mittelwert des PUFA/SFA-Quotienten 
der Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ 
mock zeigten keine signifikante 
Veränderung (p = 0,09). Es wurden 3 
Lipidextrakte untersucht (n = 3). Die 
Signifikanz wurde mittels zwei-seitigem T-












Der PUFA/SFA-Quotient der Lipidextrakte MEF ΔΔ mock war im Vergleich zu MEF ΔΔ 
nicht signifikant verändert. Der PUFA/MUFA-Quotient war ebenfalls nicht signifikant 
verändert.  
 
Es wurden ebenfalls die PCae massenspektrometrisch untersucht und nach ihren 
Quotienten charakterisiert. Die Lipidspezies der jeweiligen Gruppen sind in der 
folgenden Tabelle dargestellt. 
 
Phosphatidylcholin-Plasmalogene 
SFA MUFA PUFA 
PC ae C34:0 PC ae C30:1 PC ae C30:2 
PC ae C36:0 PC ae C32:1 PC ae C32:2 
PC ae C38:0 PC ae C34:1 PC ae C34:2 
PC ae C40:0 PC ae C36:1 PC ae C34:3 
PC ae C42:0 PC ae C38:1 PC ae C36:2 
 PC ae C42:1 PC ae C36:3 
  PC ae C36:4 
  PC ae C36:5 
  PC ae C38:2 
  PC ae C38:3 
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  PC ae C38:4 
  PC ae C38:5 
  PC ae C40:2 
  PC ae C40:4 
  PC ae C40:5 
  PC ae C40:6 
  PC ae C42:2 
  PC ae C42:3 
  PC ae C42:4 
  PC ae C42:5 
  PC ae C44:3 
  PC ae C44:4 
  PC ae C44:5 / PC ae C44:12 





Die Auswertung der PC ae der Lipidextrakte von MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Zellen 
zeigte keine signifikante Veränderung der Verhältnisse der PUFAs zu MUFAs oder SFA. 









Die Auswertung der PC ae der 
Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock zeigt eine signifikante Erhöhung des 
Abbildung 7: Mittelwerte des 
PUFA/SFA Quotienten als 
Balkendiagramm für die PC ae-
Spezies der Lipidextrakte MEF 
AWT und MEF APPΔCT15 
Der Mittelwert des PUFA/SFA-
Quotienten des Lipidextraktes 
MEF AWT beträgt 101% (±9,23%) 
während der PUFA/SFA Quotienz 
dera us  MEF APPΔCT15 
gewonnen Lipidextrakte 98% 
(±9,38%) beträgt. Es wurden 7 
Lipidextrakte untersucht. (n = 7, p= 




PUFA/SFA Quotienten der AICD-defizienten Zellen von 33% bei einem p < 0,01 (n = 3). 
Weiterhin ist der PUFA/MUFA-Quotient signifikant um 26% bei einem p < 0,05 erhöht (n 
=3).  
 
Das Verhältnis der PUFAs zu MUFAs bzw. SFA hat also in der Zelllinie MEF ΔΔ mock 
im Vergleich zu MEF ΔΔ C50 deutlich zugenommen. Die MEF AWT- und MEF 
APPΔCT15-Zellen konnten diesen Effekt nicht reproduzieren. Diese Diskrepanz kann in 





Abbildung 8: Mittelwerte des 
PUFA/SFA Quotienten als 
Balkendiagramm für die PC ae-
Spezies der Lipidextrakte MEF ΔΔ 
C50 und MEF ΔΔ mock.  
Die Lipidextrakte der Zellen MEF ΔΔ 
C50 und MEF ΔΔ mock wurden 
massenspektrometrisch analysiert. 
Der PUFA/SFA- Quotienten der 
Lipidextrakte MEF ΔΔ mock war auf 
113% (±9,1%) im Vergleich zu 87% 
(±7,16%) der MEF ΔΔ C50-Zellen 
erhöht, wobei p < 0,05 (n = 3). 
Die Signifikanz wurde durch einen 
zwei-seitigen T-Test errechnet. Die 













Insgesamt zeigt die Auswertung der PCaa und PCae eine Erhöhung der PUFAs im 
Verhältnis zu den SFA bei AICD-defizienten Zellen. Diese Verschiebung ist signifikant 
bei den Lipidextrakten der PC ae der MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock-Zellen, sowie bei 
den PC aa der MEF AWT und MEF APPΔCT15-Zellen. 
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4.1.4. Massenspektrometrische Analyse der Phosphatidylethanolamine 
Phosphatidylethanolamine unterscheiden sich von Phosphatidylcholinen aufgrund ihrer 
Kopfgruppe. PEs setzen sich aus zwei Fettsäuren, Glycerin, einem Monoalkyphosphat 
und einer Aminogruppe zusammen. Sie sind elementarer Bestandteil von 
Zellmembranen. PEs werden – wie PCs auch – im Kennedy-Stoffwechselweg 
synthetisiert (Gibellini and Smith 2010). 
PEs reichern sich vermehrt an der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran an (Emoto 
and Umeda 2000). 
Das zentrale Nervensystem ist besonders reich an PEs. Sie machen hier 45% der 
Phospholipide aus (Vance and Tasseva 2013). 
 
Die Auswertung der PEaa erfolgte anhand ihres Sättigungsgrades. Die einzelnen 
Lipidspezies sind in der folgenden Tabelle dargestellt. 
 
Diacyl-Phosphatidlethanolamine  
SFA MUFA PUFA 
PE aa 32:0 PE aa 32:1 PE aa 32:2 
PE aa 34:0 PE aa 34:1 PE aa 34:2 
PE aa 36:0 PE aa 36:1 PE aa 34:3 
PE aa 38:0 PE aa 38:1 PE aa 34:4 
PE aa 40:0 PE aa 40:1 PE aa 36:2 
PE aa 42:0 PE aa 42:1 PE aa 36:3 
  PE aa 36:4 
  PE aa 36:5 
  PE aa 36:6 
  PE aa 38:2 
  PE aa 38:3 
  PE aa 38:4 
  PE aa 38:5 
  PE aa 38:6 
  PE aa 40:2 
  PE aa 40:3 
  PE aa 40:4 
  PE aa 40:5 
  PE aa 40:6 
  PE aa 42:2 
  PE aa 42:4 
  PE aa 42:5 
  PE aa 42:6 




Der PUFA/SFA-Quotient der AICD-defizienten Lipidextrakte MEF APPΔCT15 ist 
signifikant um 28% im Vergleich zu den AWT Lipidextrakten erhöht. Der Mittelwert des 
PUFA/SFA-Quotienten der MEF APPΔCT15-Lipidextrakte beträgt 85%, während der 
Mittelwert der MEF AWT-Lipidextrakte 114% misst. 
 
Der PUFA/MUFA-Quotient ist ebenfalls signifikant um 24% erhöht, bei einem p < 0,001. 
Die Mittelwerte des PUFA/MUFA-Quotienten betragen 112% und 87% für die 
Lipidextrakte MEF APPΔCT15 und MEF AWT respektiv. Es wurden 7 Lipidextrakte 





Abbildung 9 Mittelwerte des 
PUFA/SFA-Quotienten als 
Balkendiagramm für die PE aa der 
Lipidextrakte MEF AWT, MEF 
APPΔCT15 
Der Mittelwert des PUFA/SFA-
Quotienten des Lipidextraktes MEF 
AWT beträgt 85% (±3,20%) im 
Vergleich zu MEF APPΔCT15 mit 
114% (±3,18). Die Differenz zwischen 
den Lipidextrakten MEF AWT und 
MEF APPΔCT15 ist hochsignifikant 
und beträgt 28% bei einem p < 0,001 
(n = 7). Die Signifikanz wurde durch 
einen zwei-seitigen T-Test errechnet.  













Die Analyse der PE aa der Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock zeigt analog 
zu den oben beschriebenen Lipidextrakten ebenfalls eine signifikante Erhöhung des 
PUFA/SFA- und des PUFA/MUFA-Quotienten in den AICD-defizienten Zellen.  
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Der PUFA/SFA-Quotient ist signifikant um 11% (p < 0,01), und der PUFA/MUFA-
Quotient ist signifikant um 15% erhöht (p < 0,01). Die Effekte der beiden Zellreihen sind 
vergleichbar, wobei die Effektstärke im Vergleich von MEF AWT und MEF APPΔCT15 
um 13% stärker ausgeprägt ist. Unterschiedliche Effektstärken der einzelnen Zelllinien 
können durch die klonale Heterogenität bedingt sein. Zudem kann die Überexpression 





Abbildung 10: Mittelwerte des 
PUFA/SFA-Quotienten als 
Balkendiagramm für die PE aa der 
Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 und MEF 
ΔΔ mock.  
Die Lipidextrakte der MEF ΔΔ C50- und 
MEF ΔΔ mock-Zellen wurden 
massenspektrometrisch untersucht. 
Basierend auf dem Sättigungsgrad der 
Lipide wurde der PUFA/SFA-Quotient 
gebildet. Der Mittelwert des PUFA/SFA-
Quotienten des Lipidextraktes MEF ΔΔ 
C50 beträgt 94% (±1,97%), während 
MEF ΔΔ mock auf 105% (±3,09%) erhöht 
ist. Die Effektstärke beträgt 11% und ist 
signifikant (p < 0,01, n = 3). Die 
Signifikanz wurde durch einen zwei-
seitigen T-Test errechnet. Die 











Die Lipidspezies der PEaa zeigt insgesamt deutliche Effekte: Sowohl der PUFA/SFA- 
als auch der PUFA/MUFA-Quotient beider Zelllinien-Paare ist in den AICD-defizienten 
Zelllinien signifikant erhöht. Dieser Effekt kann durch die inhibitorische Wirkung von 
AICD auf die FADS erklärt werden. In AICD-defizienten Zelllinien fällt diese Hemmung 
der FADS weg und es werden verstärkt Fettsäuren desaturiert und das Verhältnis 
verschiebt sich zu den PUFAs. Der beobachtete Effekt steht im Einklang mit dem Modell, 




Abschließend wurde die Lipidspezies der PEae untersucht. Die Zuordnung der einzelnen 




SFA MUFA PUFA 
PE ae 34:0 PE ae 32:1 PE ae 32:2 
PE ae 36:0 PE ae 34:1 PE ae 34:2 
PE ae 38:0 PE ae 36:1 PE ae 34:3 
PE aa 38:0 PE ae 38:1 PE ae 36:2 
PE aa 40:0 PE ae 40:1 PE ae 36:3 
PE aa 42:0 PE ae 42:1 PE ae 36:4 
  PE ae 36:5 
  PE ae 38:2 
  PE ae 38:3 
  PE ae 38:4 
  PE ae 38:5 
  PE ae 38:6 
  PE ae 40:2 
  PE ae 40:3 
  PE ae 40:4 
  PE ae 40:5 
  PE ae 40:6 
  PE ae 42:2 
  PE ae 42:3 
  PE ae 42:4 
  PE ae 42:5 
  PE ae 44:2 
  PE ae 44:3 
  PE ae 44:4 




Die Auswertung der PE ae der AWT- und APPΔCT15-Extrakte erfolgte analog zu den 
PC ae. Der PUFA/SFA Quotient nimmt bei den Lipidextrakten der MEF APPΔCT15-
Zellen um 12% ab (MEF AWT: 106% ±7,74%, MEF APPΔCT15: 94% ±7,67%). Der 
PUFA/MUFA Quotient ist hingegen in allen Lipidextraktionen von MEF APPΔCT15-







Abbildung 11: Mittelwerte des 
PUFA/SFA-Quotienten als 
Balkendiagramm für die PE ae der 
Lipidextrakte MEF AWT und MEF 
APPΔCT15 
Die Lipidspezies der PEae der 
Zelllinien MEF AWT und MEF 
APPΔCT15 wurde 
massenspektrometrisch analysiert. 
Der Mittelwert des PUFA/SFA-
Quotienten des Lipidextraktes MEF 
AWT beträgt 106% (±7,74%) im 
Vergleich zu 94% (±7,67%) für MEF 
APPΔCT15. Es wurden 7 
Lipidextrakte untersucht (n = 7, p = 












Es zeigt sich ein heterogenes Bild bei der Auswertung der PE ae der Lipidextrakte MEF 
ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock. Keiner der Quotienten verändert sich signifikant.  
 
Der Mittelwert des PUFA/SFA Quotienten der Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 beträgt 102% 
und 97% für ΔΔ mock (MEF ΔΔ C50: 102% ±22,22%, MEF ΔΔ mock: 97% ± 27,16%, p 
= 0,87, n = 3). Der MUFA/SFA Quotient der MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock-
Lipidextrakte ist ebenfalls nicht signifikant beeinflusst. 
 
Zusammenfassend ist die Lipidspezies der PEae in Bezug auf die Verteilung der 
Sättigungsgrade der einzelnen Fettsäure nicht maßgeblich verändert. Beide 
Zelllinienpaare verhalten sich ähnlich. In einem AICD-defizienten Zellmodell sind die 
PEaa im Vergleich zu einem AICD-(über)exprimierenden Zellmodell signifikant 
verändert. Dieser Effekt lässt sich bei den PEae nicht beobachten und deutet darauf hin, 







Abbildung 12: Mittelwerte des 
PUFA/SFA-Quotienten als 
Balkendiagramm für die PE ae der 
Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 und MEF 
ΔΔ mock.  
Die Mittelwerte der PUFA/SFA-
Quotienten der Lipidextrakte MEF ΔΔ 
C50 und MEF ΔΔ mock betragen 
102% (±22,22%) und  97% (±27,16%) 
respektiv. Es wurden 3 Lipidextrakte 
untersucht (n = 3, p = 0,96). Die 














4.1.5. Massenspektrometrische Analyse der lysierten Phospholipide 
Bei den lysierten Phospholipiden handelt es sich um Phospholipide die durch die 
Wirkung verschiedener kataboler Enzyme. Insbesondere die Phospholipase PLA2 
spaltet Fettsäuren an der sn-2 Acyl-Position (Dennis 1994, Mallat et al. 2010). Die 
Kopfgruppe und eine Fettsäure bleiben dabei erhalten, während die zweite Fettsäure am 
endständigen Kohlenstoff abgespalten wird.  
 
Es wurde die Lipidspezies der lysierten PCs massenspektrometrisch analysiert. Dabei 
sind die Lipide LysoPC C18:1 und LysoPC C22:6 von besonderem Interesse. C18:1 ist 
eine häufige, einfach gesättigte Omega-9 Fettsäure, während C22:6 als DHA einen der 
wichtigsten Vertreter der Omega-3 Fettsäuren darstellt, wobei ein Mangel an Omega-3 
Fettsäuren in epidemiologischen Studien mit einer erhöhten Inzididenz von AD assoziiert 




Vor diesem Hintergrund wurden der Quotient aus C22:6/C18:1 der Lipidspezies der 
LysoPC bestimmt. Basierend auf den vorrausgegangen Ergebnissen wurde das Modell 
entwickelt, dass AICD über einen inhibitorischen Effekt auf Genebene die FADS reguliert 
und so den PUFA-Anteil beeinflusst. Der C22:6/C18:1-Quotient sollte dem Modell 
folgend in einem AICD-defizienten Zellmodell erhöht sein. Tatsächlich ist der 
massenspektrometrisch bestimmte C22:6/C18:1-Quotient in den Lipidextrakten AICD-
defizienter MEF APPΔCT15-Zellen um  142,4% ± 2,87% im Vergleich zu den 
Lipidextrakten von MEF AWT-Zellen erhöht (n = 3, p < 0,001). MEF AWT wurde auf 





Abbildung 13: Mittelwert des 
C22:6/C18:1-Quotienten als 
Balkendiagramm der LysoPC 
Der C22:6/18:1-Quotient der 
MEF AWT und MEF APPΔCT15-
Zellen wurde 
massenspektrometrisch aus den 
Lipidextrakten der Zellen 
gewonnen. Der C22:6/C:18:1-
Quotient der MEF APPΔCT15-
Zellen ist im Vergleich zu MEF 
AWT auf 142,4% ± 2,87% erhöht 
wobei MEF AWT auf 100% ± 
1,51% normiert wurde (n = 3, p < 
























4.1.6. Massenspektrometrische Bestimmung der Gesamtplasmalogene 
 
AICD reguliert die Plasmalogen de novo Synthese über die AGPS (Grimm M. O. et al. 
2011d). Auf dieser Grundlage ist zu erwarten, dass in einem AICD-defizienten Zellmodell 
die Summe aller Plasmalogene reduziert ist. Die Lipidextrakte der MEF AWT- und MEF 
APPΔCT15-Zellen wurden vor diesem Hintergrund massenspektrometrisch analysiert 
und die Summe der PC-Plasmalogene bestimmt. Die Gesamt PC-Plasmalogene der 
MEF APPΔCT15-Zellen war auf 76,47% ± 16,8% (n = 5, p < 0,05) im Vergleich zu MEF 






Abbildung 14: Gesamtsumme der 
PC-Plasmalogene der 
Lipidextrakte MEF AWT und MEF 
APPΔCT15 als Balkendiagramm 
Die Gesamtsumme der PC-
Plasmalogene wurde 
massenspektrometrisch in den 
Lipidextrakten von MEF AWT und 
MEF APPΔCT15-Zellen bestimmt. 
Die PC-Plasmalogene war in den 
Lipidextrakten von MEF APPΔCT15-
Zellen auf 76,47% ± 16,8% im 
Vergleich zu den Lipidextrakten von 
MEF AWT-Zellen reduziert (n = 5, p < 













Die folgenden Lipidspzies sind in die Gesamtsumme der PC-Plasmalogene 
eingegangen: PC ae C30:0, PC ae C30:1, PC ae C30:2, PC ae C32:1, PC ae C32:2, PC 
ae C34:0, PC ae C34:1, PC ae C34:2, PC ae C34:3, PC ae C36:0, PC ae C36:1, PC ae 
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C36:2, PC ae C36:3, PC ae C36:4, PC ae C36:5, PC ae C38:0, PC ae C38:1, PC ae 
C38:2, PC ae C38:3, PC ae C38:4, PC ae C38:5, PC ae C38:6, PC ae C40:0,  
PC ae C40:2, PC ae C40:4, PC ae C40:5, PC ae C40:6, PC ae C42:0, PC ae C42:1, PC 
ae C42:2, PC ae C42:3, PC ae C42:4, PC ae C42:5, PC ae C44:3, PC ae C44:4, PC ae 
C44:6. 
 
Der bereits publizierte Einfluss von AICD auf die AGPS konnte bestätigt werden. Die 
Gesamtsumme der Plasmlogene war in den Lipidextrakten AICD-defizienter Zellen um 
24% reduziert.  
 
Die Gesamtsumme der PC-Plasmalogene wurde ebenfalls in den Lipidextrakten von 
MEF ΔΔ mock- und MEF ΔΔ C50-Zellen bestimmt. Die Plasmalogene waren in diesem 
Zellmodell nicht signifikant verändert (MEF ΔΔ C50: 100% ± 12,43%, MEF ΔΔ mock: 
98% ± 14,87%, n = 3, p = 0,91).  
4.1.7. Massenspektrometrische Analyse der Ceramide 
Ceramide stellen eine Untergruppe der Shpingolipide da und bestehen aus Sphingosin 
und einer Fettsäure. Ceramide nehmen eine Schlüsselposition in der Sphingolipid 
Biosynthese und dem Sphingolipid Katabolismus ein (Hannun and Obeid 2008). 
Ceramide werden aufgrund ihrer pro-apotischen Eigenschaften in der Pathogene von 
AD diskutiert (Spiegel and Kolesnick 2002). Die Ceramid-Synthese ist im Kontext von 
AD durch mehrere Mechanismen dysreguliert: Eine direkte Interaktion von Aβ42 mit der 
Sphingomyelinase steigert ihre Aktivität und somit die Synthese (Grimm M. O. et al. 
2005). Außerdem reguliert AICD die SPT und damit das Geschwindigkeits-bestimmende 
Enzym der Ceramid de novo Synthese (Grimm M. O. et al. 2011b). 
Daher ist zu erwarten, dass in einem AICD-defizieten Zellmodell die Ceramid-Level 
verändert sind. 
Tatsächlich zeigt die Auswertung der Ceramide  eine Erhöhung der Ceramide in den 
Lipidextrakten der AICD-defizienten Zellen. 
Die Ceramide der Lipidextrakte von MEF APPΔCT15-Zellen sind im Mittel auf 365% 
(±17,91%) erhöht, während Lipidextrakte von MEF AWT-Zellen auf 100% (±18,41%) 
normiert wurde. Diese Veränderung ist signifikant (p < 0,001) und beträgt 265%. 
 
Die folgenden Ceramid-Spezies sind die in die Gesamtsumme eingegangen: 18:1/14:0, 
18:1/16:0, 18:1/18:0, 18:1/18:1, 18:1/18:2, 18:1/20:0, 18:1/20:1, 18:1/20:4, 18:1/20:5, 
18:1/22:0, 18:1/22:1, 18:1/22:2, 18:1/22:3, 18:1/22:4, 18:1/22:5, 18:1/22:6, 18:1/23:0, 
18:1/24:0, 18:1/24:1, 18:1/24:2, 18:1/24:3, 18:1/25:0, 18:1/25:1, 18:1/26:0, 18:1/26:1, 









Abbildung 15: Gesamtsumme der 
Ceramide der Lipidextrakte AWT 
und APPΔCT15.  
Es wurde der Mittelwert der Summen 
der Ceramide für den jeweiligen 
Lipidextrakt errechnet. Die 
Lipidextrakte wurden aus MEF 
APPΔCT15-Zellen und MEF AWT-
Zellen generiert und 
massenspektrometrisch analysiert. 
 Der Lipidextrakt MEF AWT wurde auf 
100% (±18,41%) normiert, während 
der Lipidextrakt MEF APPΔCT15 auf 
365% (±17,91%) anstieg. Dies 
entspricht einer Effekstärke von 265% 
bei einem p < 0,001 und einem n = 8. 
Die Signifikanz wurde durch den 
zweiseitigen T-Test bestimmt. Die 









Um zu untersuchen ob dieser Effekt Zelllinien unspezifisch ist wurden ebenfalls die 
Lipidextrakte der MEF ΔΔ mock- und MEF ΔΔ C50-Zellen untersucht. 
Die Ceramide der Lipidextrakte ΔΔ mock sind ebenfalls signifikant erhöht. Der Mittelwert 
der Gesamtsummen der Ceramide beträgt 236% (±33,05%) für den Lipidextrakt MEF 









Abbildung 16: Gesamtsumme 
der Ceramide der Lipidextrakte 
MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ 
mock  
Es wurde die Gesamtsumme der 
Ceramide für den jeweiligen 
Lipidextrakt errechnet. Der 
Lipidextrakt der MEF ΔΔ C50-
Zellen wurde auf 100% 
(±33,06%) normiert, während der 
Lipidextrakt der MEF ΔΔ mock-
Zellen auf 236% (±33,05%) 
anstieg. Dies entspricht einer 
Effekstärke von 136% bei einem 
p < 0,01 und einem n=3. Die 
Signifikanz wurde durch den 
zweiseitigen T-Test bestimmt. 










AICD reguliert die Lipidspezies Ceramide. Die Lipidextrakte AICD-defizienter Zellen 
zeigten signifikant erhöhte Ceramid-Konzentrationen. Der Effekt von AICD in 
retransfizierten Zellen auf die Ceramid-Konzentration wurde bislang nicht untersucht. 
Hier konnte gezeigt werden, dass der regulatorische Effekt von AICD auf die Ceramide 
in retransfizierten Zellen erhalten bleibt.  
4.1.8. Auswertung der DHA-Konzentration 
Aufgrund der besonderen Stellung und des wissenschaftlichen Interesses an DHA 
wurde diese Fettsäure zusätzlich einzeln ausgewertet. Die Auswertung erfolgte hierbei 
in der Lipidspezies der PE aa, da diese Lipidspezies am stärksten durch AICD 
beeinflusst wurde. Es wurde davon ausgegangen, dass es sich bei der Intensität von PE 
aa C40:7 um die Fettsäuren 18:1 (Stearinsäure) und 22:6 (DHA) handelt. Außerdem 




Eine geninhibitorische Wirkung von AICD auf die FADS sollte zu einem erhöhten DHA-





Abbildung 17: Auswertung der 
DHA-Konzentration der 
Lipidextrakte von MEF AWT und 
MEF APPΔCT15-Zellen 
Die durchschnittliche DHA-
Konzentration der MEF 
APPΔCT15-Lipidextrakte war auf 
163% (±35,22%) erhöht, während 
die Lipidextrakte der MEF AWT-
Zellen auf 100% (±9,97%) normiert 
wurde, wobei p < 0,01 und n=5. 
Diese Auswertung erfolgte in der 
Lipidspezies der PE aa und 
inkludierte die Lipidspzeis PE aa 
C40:7, PE aa C42:6 und PE aa 

















Die Auswertung zeigt eine signifikante Erhöhung der DHA-Konzentration der 
APPΔCT15-Lipidextrakte im Vergleich zu den AWT-Lipidextrakten. Die Effektstärke 
beträgt hierbei 63%. 
Die DHA-Konzentration wurde ebenfalls in den Lipidextrakten von MEF ΔΔ C50- und 
MEF ΔΔ mock-Zellen bestimmt. Die DHA-Konzentration zeigte keine signifikante 
Veränderung zwischen den beiden Lipidextrakten (MEF ΔΔ C50: 100% ±18,97%, MEF 
ΔΔ mock 113% ±24,55%, n = 3, p = 0,56). 
 
Zusammenfassend wurde somit eine signifikante Erhöhung der DHA-Konzentration in 
den Lipidextrakten des MEF APPΔCT15-Zellmodells im Vergleich zu Wildtyp-Zellen 
beobachtet, wobei dieser Effekt im Vergleich der MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock-
Zellmodelle nicht repliziert werden konnte. 
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4.1.9. Der Omega-3/Omega-6 Index der Phosphatidylethanolamine 
Omega-3 Fettsäuren wie EPA und DHA gelten als protektiv gegenüber der Entwicklung 
einer AD (Mohajeri et al. 2015, Sun et al. 2018). Omega-6 Fettsäuren wie die 
Arachidonsäure hingegen werden in der Pathogense der AD diskutiert (Rapoport 2008, 
Sanchez-Mejia and Mucke 2010). 
Ein erniedriegter Omega-3/Omega-6 Index gilt als Risikofaktor für die Entwicklung einer 
AD  (Cole et al. 2009, Coley et al. 2018, Grimm M. O. W. et al. 2017b, Kyle et al. 1999). 
Aufgrund der Bedeutung des Omega-3/Omega-6 Index im Kontext von AD wurde die 
Lipidspezies der Phosphatidylethanolamine massenspektrometrisch analysiert und 
anhand der CX:4 und CX:6 Lipide untersucht. Die Phosphatidylethanolamine wurden 
gewählt, da diese Lipidspezies die deutlichsten Effekte zeigte. 
 
Omega-6 Fettsäuren werden in der massenspektrometrischen Analyse als CX:4 
Fettsäuren detektiert. Die folgenden Fettsäuren wurden als Omega-6 Fettsäuren 
identifiziert: PE aa 36:4, PE aa 38:4, PE aa 40:4, PE aa 42:4. Omega-3 Fettsäuren wie 
EPA und DHA werden massenspektrometrisch als CX:6 Fettsäuren detektiert. Es 
wurden die folgenden Omega-3 Fettsäuren untersucht: PE aa 36:6, PE aa 38:6, PE aa 
40:6, PE aa 42:6 und PE aa 40:27. 
Dem Modell, dass AICD die FADS über die Gexpression reguliert, entsprechend ist ein 
erhöhter Omega-3/Omega-6 Index in den Lipidextrakten von MEF APPΔCT15-Zellen im 
Vergleich zu den Lipidextrakten von MEF AWT-Zellen zu erwarten. 
 
Tatsächlich ist der Omega-3/Omega-6 Index der MEF APPΔCT15-Zellen auf 107,42% 
(±2,74%) im Vergleich zu den Lipidextrakten von MEF AWT-Zellen, die auf 100% 
(±2,56%) normiert wurden, erhöht (n = 4, p < 0,001). Die Signifikanz wurde mittels zwei-
seitigem T-Tests errechnet. Die Effektstärke beträgt 7%.  
 
AICD reguliert den Omega-3/Omega-6 Index der Phosphatidylethanolamine. Der 
erhöhte Omega-3/Omega-6 Index der Lipidextrakte AICD-defizienter MEF APPΔCT15-









Abbildung 18: Omega-3/Omega-6 Index 
der Phosphatidylethanolamine als 
Balkendiagramm  
Dargestellt ist der Mittelwert des 
errechneten Omega-3/Omega-6 Index der 
PEs. Die Lipidextrakte von MEF AWT- und 
MEF APPΔCT15-Zellen wurden 
massenspektrometrisch analysiert. CX:4 
Lipide gingen dabei in die Omega-6 
Fettsäuren, CX:6 Lipide hingegen in die 
Omega-3 Fettsäuren ein. Der Omega-
3/Omega-6 Index der Lipidextrakte der 
MEF APPΔCT15-Zellen war auf 107,42% 
(±2,74%) im Vergleich zu den 
Lipidextrakten von MEF AWT-Zellen, die 
auf 100% (±2,56%) normiert wurden, 
erhöht (n = 4, p < 0,001). Die Signifikanz 
wurde mittels zwei-seitigen T-Tests 

























4.2. Lipid-vermittelter Einfluss von AICD auf die amyloidogene 
Prozessierung 
 
Die amyloidogene Prozessierung führt zu der Freisetzung von Aβ aus dem 
Vorläuferprotein APP und ist von Bedeutung für die Pathogenese der Alzheimerschen 
Krankheit.  
Die Produktionsrate von Aβ wird durch die Aktivität der β- und γ-Sekretase bestimmt. 
Neben Aβ wird auch AICD durch die Sekretasen erzeugt. Die Sekretasen sind 
Membranproteine, deren Aktivität und Stabilität durch Lipide modifiziert werden 
(Hartmann et al. 2007, Holmes O. et al. 2012). Im Folgenden wird der Einfluss der AICD-
bedingten Veränderungen des Lipidprofils auf die Aktivität der Sekretasen sowie anderer 
die Aβ-Menge bestimmender Prozesse untersucht. 
 
 





4.2.1. Einfluss der Lipidextrakte auf Aβ 
Das Lipidprofil beeinflusst die APP-prozessierenden Sekretasen. Die physikalischen 
Eigenschaften der Zellmembran, ihre Fluidität und der Anteil der Lipid-Flöße regulieren 
die Aktivität der Sekretasen (Grziwa et al. 2003, Lingwood and Simons 2010). Außerdem 
konnte DHA die β- und γ-Secretase-Aktivität durch pleiotrope Mechanismen wie die 
reduzierte BACE1-Internalisation, Erhöhung der ADAM17-Proteinstabilität und einen 
Cholesterin-reduzierenden Effekt regulieren (Green et al. 2007, Grimm M. O. et al. 
2011c). 
Der erhöhte PUFA-, bzw DHA-Gehalt und der Sättigungsgrad der AICD-defizienten 
Lipidextrakte sollten zu einer reduzierten Aktivität der β- und γ-Sekretase führen. 
Um zu untersuchen, ob die Lipidextrakte die APP-prozessierenden Sekretasen 
regulieren wurde Gesamt-Aβ durch eine Western-Blot Analyse quantifiziert. 
Hierfür wurden SH-SY5Y APP-Zellen, die APP695 stabil überexpremieren, mit 
Lipidextrakten inkubiert. Es wurde wie in 3.4.1 bis 3.4.6 beschrieben vorgegangen. 
Die Inkubationszeit betrug zwei Mal 12 Stunden und es wurde zwei Mal mit 10μM des 
jeweiligen Lipid-Extraktes inkubiert. Parallel wurden Zellen ebenfalls mit der 
Lösungsmittelkontrolle inkubiert. Da mehr als zwei unabhängige Stichproben 
miteinander verglichen werden, wurde das Signifikanzniveau mittels Post-Hoc Analyse 
berechnet (vgl. 3.6.6). 
4.2.1.1. Einfluss der Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15 auf Aβ 
Durch die Quantifizerung des Gesamt-Aβ konnte eine signifikante Reduktion durch die 
Inkubation des Lipidextraktes von MEF APPΔCT15 im Vergleich zu MEF AWT 
beobachtet werden. Die Quantifizerung erfolgte durch die densiometrische Auswertung 
der Aβ-Banden, die durch eine Western-Blot-Analyse aus den Zellkulturmedien von 
zuvor mit Lipidextrakten inkubierten Zellen gewonnen wurden (vgl. 3.4.1 bis 3.4.6). Als 
Zelllinie wurde SH-SY5Y Zellen, die APP695 stabil überexprimieren (SH-SY5Y APP), 
verwendet. Diese Zellen wurden nach Erreichen der 100% Konfluenz mit 10μM des 
Lipidextraktes von MEF AWT und MEF APPΔCT15 zwei Mal für 12 Stunden in FCS-
reduziertem Kulturmedium (DMEM/0,1%) inkubiert. Weiterhin wurde eine Gruppe als 
Kontrolle verwendet und parallel für 12 Stunden mit der gleichen Menge Ethanol wie die 
anderen Gruppen behandelt. Es wurde eine 10μM Konzentration der eingesetzten 
Lipidextrakte gewählt, da eine höhere Konzentration bedingt durch das Lösungsmittel 
Ethanol zu einer erhöhten Zytotoxizität geführt hat. 
 
Die Quantifizierung ergab als Mittelwert für die mit einem MEF AWT-Lipidextrakt 
inkubierten Zellen 136% (±13,51%) und für MEF APPΔCT15 82% (±11,15%).  
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Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±10,65%) normiert.  Die Differenz zwischen MEF 
AWT und MEF APPΔCT15 ist signifikant (p < 0,001, n = 9) und wurde mittels Post-Hoc-
Test ermittelt.  
 
Die MEF AWT-Zellen exprimieren AICD auf einem physiologischen Niveau, während die 
MEF APPΔCT15-Zellen AICD defizient sind.  
Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass AICD über die Modifizierung der 




Abbildung 20:  
Gesamt-Aβ im Zellkulturmedium in Abhängig des inkubierten Lipidextraktes  
Dargestellt ist die Quantifizierung durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung des W02-
Antikörpers und densiometrischer Auswertung der Aβ-Bande durch Imagegauge 3.45.  Der 
Mittelwert für MEF AWT beträgt 136% (±13,51%), für MEF APPΔCT15 82% (±11,15%). Die 
Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±10,65%) normiert, wobei n=9 für alle Gruppen. Die 
Signifikanz zwischen MEF AWT und MEF APPCT15 wurde mittels Post-Hoc-Test ermittelt und 
beträgt p ≤ 0,001. Die Zellen wurden  zwei Mal für 12 Stunden mit 10μM des jeweiligen 
Lipidextraktes in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/ 0,1% FCS) inkubiert. Die Fehlerbalken 
zeigen die Standardabweichung. 
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4.2.1.2. Einfluss der Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock auf Aβ 
Im vorhergegangenen Experiment wurde der Effekt des Lipidextraktes einer 
monoklonalen Zellreihe mit einem Wildtyp verglichen. Um zu untersuchen, ob der 
beobachtete Effekt in der Zelllinien-unabhängig ist, wurden die LE von MEF ΔΔ C50 und 
MEF ΔΔ mock auf SH-SY5Y APP-Zellen inkubiert und Aβ im konditioniertem 
Zellkulturmedium analog zu 4.2.1.1 mit einer Western-Blot-Analyse quantifiziert. Für den 
Versuch wurden ebenfalls SH-SY5Y APP-Zellen zwei Mal mit 10μM der Lipidextrakte für 
je 12 Stunden in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/0,1%) inkubiert und mit einer 





Abbildung 21: Gesamt-Aβ im Zellkulturmedium in Abhängig des inkubierten Lipidextraktes.  
Dargestellt ist die Quantifizierung durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung des W02-
Antikörpers und densiometrischer Auswertung der Aβ-Bande durch Imagegauge 3.45.  Der 
Mittelwert für MEF C50 beträgt 123% (±26,34%), für MEF ΔΔ mock 74% (±8,96%). Die Ethanol-
Kontrolle wurde auf 100% (±10,65%) normiert, wobei n=6 für alle Gruppen.  
Die Signifikanz zwischen MEF C50 und MEF ΔΔ mock wurde mittels Post-Hoc-Test ermittelt und 
beträgt p ≤ 0,01. Die Zellen wurden zwei Mal für 12 Stunden mit 10μM des jeweiligen Lipidextraktes 




Die MEF ΔΔ C50-Zellen überexprimieren AICD. Sie wurden generiert, indem ein Vektor, 
der die letzten 50 C-terminalen Aminosäuren von APP enthält, in MEF APPΔCT15 
eingebracht wurde.  
Die MEF ΔΔ mock-Zellen wurden parallel zu MEF ΔΔ C50 generiert, aber exprimieren 
kein AICD, da ein Leervektor eingebracht wurde. 
Es wurde eine signifikante Reduktion des Gesamt-Aβ beobachtet. Die Quantifizierung 
ergab als Mittelwert für Gesamt-Aβ für die mit LE MEF ΔΔ C50 inkubierten Zellen 123% 
(±26,34%) und für MEF ΔΔ mock 74% (±8,96%) (p < 0,05, n = 6). Das konditionierte 
Medium wurde ebenfalls von SH-SY5Y APP-Zellen, die für 24H mit 10μM des jeweiligen 
Lipidextraktes inkubiert wurden, gewonnen. 
In 4.1. wurde gezeigt, dass die Lipidextrakte grundlegend ähnliche Eigenschaften, wie 
einen erhöhten PUFA-Gehalt zeigen, aber sich auch in ihrer Komposition signifikant 
unterscheiden. Unterschiedliche Effekte auf die APP-Prozessierung können durch die 
potentiellen Unterschiede zwischen den einzelnen Lipidextrakten entstehen. Diese 
Unterschiede sind aber nicht für die Gesamt Aβ-Konzentration entscheidend, da hier 
ähnliche Effekte beobachtet worden sind. 
 
4.2.1.3. Einfluss der Lipidextrakte von AICD-inkubierten Zellen auf Aβ 
Um zu untersuchen, ob der beobachtete Effekt durch AICD verursacht wird, wurden MEF 
APPΔCT15-Zellen zwei Mal für 12 Stunden mit 2,5μM AICD unter Standardbedingen in 
FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/ 0,1% FCS) inkubiert. Anschließend wurde eine 
Lipidextraktion wie in 3.5.2. beschrieben durchgeführt. Die gewonnen Lipide wurden in 
Analogie zu den vorhergegangenen Experimenten in einer Konzentration von 10μM auf 
SH-SY5Y APP-Zellen inkubiert und das Gesamt-Aβ wurde aus den Zellkulturmedien 
bestimmt.   
Die Inkubation mit AICD stellt eine zusätzliche Kontrolle des Modells da. MEF 
APPΔCT15-Zellen zeigen einen veränderten Aβ-Metabolismus und können darüber die 
Lipid-Homöostase beeinflussen (Ring et al 2007). Durch die Inkubation von MEF MEF 
APPΔCT15-Zellen mit AICD und die anschließende Gewinnung eines Lipid-Extraktes 
kann der Effekt des AICDs isoliert betrachtet werden.  
 
Die Inkubation mit dem Lipidextrakt von MEF APPΔCT15-Zellen, die mit AICD inkubiert 
wurden, führte zu einer signifikanten Erhöhung des Gesamt-Aβ auf 108% (±4,79%, n = 
6, p < 0,05). 
Der Effekt ist deutlich schwächer ausgeprägt als bei der Inkubation eines Lipidextraktes 
von Zellen, die durch eine stabile Expression von AICD charakterisiert sind.  
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Die Effektstärke der Lipidextrakte von MEF AWT-Zellen beträgt 36%, von MEF ΔΔ C50-
Zellen 23% und von MEF APPΔCT15-Zellen, die mit AICD inkubiert, 8% im Vergleich 
zur jeweiligen Ethanol-Kontrolle.  
Die beobachtete Effektstärke korreliert nur bedingt mit der zu erwartenden AICD-
Konzentration. Die mit AICD inkubierten MEF APPΔCT15-Zellen lassen die geringste 
AICD-Konzentration erwarten und zeigen auch den schwächsten Effekt auf Gesamt-Aβ. 
MEF ΔΔ C50-Zellen überexprimieren AICD und gehen dementsprechend mit einer 
höheren, zu erwartenden AICD-Konzentration im Vergleich zu Wildtyp-Zellen einher. 
Dennoch zeigten die Wildtyp-Zellen einen stärkeren Effekt auf das Gesamt-Aβ. Es ist 
somit nicht von einem streng Dosis-abhängigen Effekt von AICD auf die Lipide 
auszugehen. AICD ist durch eine sehr kurze Halbwertszeit charakterisiert. Die 
Expression von AICD ist in MEF ΔΔ C50-Zellen höher als in MEF AWT-Zellen. Die 





Abbildung 22:  
Gesamt-Aβ im Zellkulturmedium in  
Abhängig des inkubierten  
Lipidextraktes  
Dargestellt ist die Quantifizierung durch 
Western-Blot-Analyse unter Verwendung 
des W02-Antikörpers und 
densiometrischer Auswertung der Aβ-
Bande durch Imagegauge 3.45.   
Es wurde ein Lipidextrakt aus der 
Inkubation von MEF APPΔCT15 mit 
2,5μM AICD mit einer dem Lipidextrakt 
einer Ethanol-Kontrolle verglichen. Der 
Mittelwert für LE AICD beträgt 108% 
(±4,79%). Die Ethanol-Kontrolle wurde 
auf 100% (±5%) normiert, wobei n=6 für 
alle Gruppen.  
Die Signifikanz zwischen dem AICD 
Lipidextrakt und dem Lipidextrakt der 
Ethanol-Kontrolle wurde mittels Post-
Hoc-Test ermittelt und beträgt p ≤ 0,05. 




4.2.2. Einfluss der Lipidextrakte MEF AWT und MEF APPΔCT15 auf die 
Sekretion der sekretorischen alkalischen Phosphatase (SEAP) 
Um zu untersuchen, ob die beobachteten Effekte der Lipidextrakte auf Gesamt-Aβ auf 
einer gesteigerten Proteinsekretion durch die Lipidextrakte beruhen, wurde ein SEAP-
Assay durchgeführt. Hierfür wurden SH-SY5Y Wildytp-Zellen transient mit einem SEAP-
kodierenden Plasmid transfiziert (3.2.4) und mit 10μM des jeweiligen Lipidextraktes für 
zwei Mal 12 Stunden in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/0,1%) inkubiert. Die 
alkalische Phosphatase über das Trans-Golgi-Netzwerk sezerniert. Durch die Zugabe 
eines SEAP-spezifischen Substrates Phosphates kann  die sezernierte SEAP 
quantifiziert werden. Das Phosphat wird durch SEAP enzymatisch in p-Dinitrophenol – 















Die Bestimmung der Aktivität der SEAP in den konditionierten Zellkulturmedien wurde 
wie in 3.2.5 beschrieben durchgeführt. Die Absorption von p-Dinitrophenols wurde in 
einem Mikroplatten Lesegerät bei 405nm gemessen.  
Abbildung 23: Quantifizerung der  
SEAP-Aktivität in konditionierten  
Zellkulturmedien durch SEAP-Assay 
SH-SY5Y WT-Zellen wurden transient mit 
einem SEAP-kodierenden Plasmid 
transfiziert und anschließend mit 10μM 
der Lipidextrakte von MEF AWT und MEF 
APPΔCT15 inkubiert, wobei MEF AWT 
als Kontrolle designiert wurde. Die 
Absorption von  p-Dinitrophenols wurde 
bei 405nm gemessen. Der Mittelwert für 
die Inkubation mit Lipidextrakt MEF AWT 
beträgt 99% (±1,23%) und für MEF 
APPΔCT15 101% (±4,51%) (n = 6, p = 
0,97). Es wurde kein signifikanter Effekt 




Die Inkubation von SH-SY5Y Wildtyp-Zellen mit den Lipidextrakten von MEF AWT und 
MEF APPΔCT15-Zellen führte zu keiner signifikanten Veränderungen der SEAP-
Sekretion (MEF AWT: 99% ±1,23%, MEF APPΔCT15: 101% ±4,51%, n = 6, p = 0,97). 
Die Proteinsekretion wird durch die verwendeten Lipidextrakte nicht reguliert. 
4.2.3. Einfluss von Lipiden auf sAPPβ 
Neben Aβ wurde auch sAPPβ detektiert. Aβ entsteht durch die proteolytische Aktivität 
der β- und γ-Sekretase und bildet den Effekt von beiden Enzymen ab. Die Konzentration 
von sAPPβ hingegen hängt maßgeblich von der Aktivität der β-Sekretase ab und 
ermöglicht somit eine Aussage über die Aktivität dieses Enzyms. Die initiale Proteolyse 
von APP durch die β-Sekretase führt zu der Freisetzung des extrazellulären sAPPβ und 
der Formierung des membrangebunden β-CTF. 
Die Quantifizierung von sAPPβ erfolgte aus den Zellkulturmedien, die in 4.2.1.1, bzw. 
4.2.1.3 durch Inkubation von SH-SY5Y-Zellen mit 10μM der LE von MEF AWT/MEF 
APPΔCT15, bzw. MEF ΔΔ C50/MEF ΔΔ mock gewonnen wurden. 
Die Zellen wurden zwei Mal für 12 Stunden in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/ 
0,1% FCS) unter Standardbedingungen inkubiert. Es wurde weiterhin eine Ethanol-
Kontrolle inkubiert. 
Die densiometrische Auswertung der sAPPβ-Banden ergab als Mittelwert für MEF AWT 
167% (±22,3%), für MEF APPΔCT15 89% (±11,1%), für MEF ΔΔ C50 185% (±39,86%) 
und für MEF ΔΔ mock 84% (±8,5%) während die Ethanol-Kontrolle auf 100% (±2,65%) 
normiert wurde. Die Effektstärke für MEF AWT gegen MEF APPΔCT15 beträgt 77% und 
die Effektstärke für MEF ΔΔ C50 gegen MEF ΔΔ mock beträgt 100%. 
 
Die Ergebnisse suggerieren einen starken Einfluss den AICD über die Regulation der 
Lipidkomposition auf den Initiator der amyloidogenen Prozessierung, die β-Sekretase, 
ausübt. 
 
Als mechanistische Erklärung für die beobachteten Effekte kommen die anabole sowie 
die katabole Achse des Aβ-Metabolismus in Frage. Die Effekte, die für sAPPβ 
beobachtet wurden, deuten auf eine Potenzierung der β-Sekretase-Aktivität durch einen 
Lipid-vermittelten Einfluss von AICD hin. Um den Effekt der Lipidextrakte auf die katabole 







Abbildung 23:  
sAPPβ im Zellkulturmedium in Abhängig des inkubierten Lipidextraktes 
Dargestellt ist die Quantifizierung durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung des Anti-sAPPβ-
Antikörpers und densiometrischer 
Auswertung der sAPPβ-Bande durch Imagegauge 3.45.  Der Mittelwert für MEF AWT beträgt 167% 
(±22,3%), für MEF APPΔCT15 89% (±11,1%), für MEF C50 185% (±39,86%) und für MEF C50 mock 84% 
(±8,5%).  Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±2,65%) normiert, wobei n=6 für alle Gruppen. 
Die Signifikanz zwischen MEF AWT und MEF APPΔCT15, bzw. MEF C50 und MEF C50 mock wurde mittels 
Post-Hoc-Test ermittelt und beträgt für beide Paare p ≤ 0,01. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung. 
4.2.4. Einfluss der Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15 auf die 
Aβ-Degradation 
Die omega-3 Fettsäuren EPA und DHA verstärken den Aβ-Katabolismus über die 
Regulation des Insulin-degradierenden Enzyms (Grimm M. O. et al. 2016c). 
Dementsprechend wurde untersucht, ob ein ähnlicher Effekt durch die Lipidextrakte von 
AICD-defizienten Zellen erzeugt werden kann. Als Unterschied zu den bereits 
publizierten Effekten ist festzuhalten, dass hier ein Lipid-Gemisch, das von der 
Regulation durch AICD abhängt, und nicht einzelne Lipidspezies eingesetzt werden.  
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Zur Untersuchung des Einflusses der AICD-bedingten Veränderungen des Lipidprofils 
wurden N2a-Zellen mit den Lipidextrakten von MEF AWT oder MEF APPΔCT15, bzw. 
MEF ΔΔ C50 oder MEF ΔΔ mock inkubiert, um anschließend die Aβ-Konzentration mit 
einem Western-Blot zu analysieren. Hierfür wurden N2a-Zellen zuerst 18 Stunden lang 
mit 5μM der Lipidextrakte von MEF AWT oder MEF APPΔCT15 in FCS-reduziertem 
Kulturmedium (DMEM/0,1%) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 6 Stunden 
mit 5μM des jeweiligen Lipidextraktes sowie 0,5μg/ml humanem Aβ40 inkubiert. Das 
murine Aβ wird durch die Verwendung des W02-Antikörpers in der Western-Blot-Analyse 
nicht detektiert. Daher korreliert die beobachtete Signalstärke des humanen Aβ invers 
mit der Aktivität der Aβ-degradierenden Enzyme. 
 
 
Abbildung 25: Verbleibendes Aβ im Zellkulturmedium in Abhängig des inkubierten Lipidextraktes 
Dargestellt ist die Quantifizierung durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung des W02-Antikörpers und 
densiometrischer Auswertung der Aβ-Bande durch Imagegauge 3.45.  Der Mittelwert für MEF AWT beträgt 
105% (±8,3%), für MEF APPΔCT15 96% (±7,2%) für MEF ΔΔ C50 109% (±10,5%) und für MEF ΔΔ mock 
100 (±6,6%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±7,2%) normiert, wobei n=6 für alle Gruppen. Es wurde 
kein signifikanter Effekt beobachtet.  Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. 
Die Quantifizierung von Aβ in Abhängigkeit der jeweiligen Lipidextrakte ergab keinen 
signifikanten Effekt. Dies deutet darauf hin, dass der beobachtete Effekt auf das Gesamt-
Aβ nicht hauptsächlich in einer Inhibition der katabolen Achse begründet ist.  
 
Die Supplementation von N2a-Zellen mit DHA- und EPA-haltigen Phosphatidylcholinen 
führte zu einer verstärkten Aβ-Degradation durch IDE (Grimm M. O. et al. 2016c). In 
dieser Arbeit hingegen wurde keine Regulation des Aβ-Katabolismus durch das 
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verwendete Lipidgemisch beobachet. Dies ist dadurch zu erklären, dass die Lipidspezies 
der PCs deutlich schwächere Veränderungen als die PEs zeigte. Die Lipidextrakte bilden 
als Lipidgemisch die Summe der Wirkung von AICD und beeinflussen die Aβ-
Degradation nicht im selben Maßstab wie die einzelnen Lipidspezies der DHA- und EPA-
Phosphatidylcholine. 
4.2.5. Einfluss der Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15 auf β-
CTF 
Der Arbeitshypothese eines direkten oder indirekten Effektes der durch AICD regulierten 
Lipidextrakte auf die Aβ-Synthese entsprechend, wurde β-CTF untersucht. 
Hierfür wurden SH-SY5Y-Zellen zwei Mal mit 10μM des Lipidextraktes von MEF AWT 
oder MEF APPΔCT15 für je 12 Stunden in FCS-reduziertem Kulturmedium 
(DMEM/0,1%) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen wie in 3.4.1 beschrieben 
aufgeschlossen und einer Western-Blot-Analyse unterzogen. Die Ergebnisse sind im 








Abbildung 26:  
β-CTF aus lysierten Zellen in Abhängig des 
inkubierten Lipidextraktes  
Dargestellt ist die Quantifizierung durch 
Western-Blot-Analyse unter Verwendung des 
W02-Antikörpers und densiometrischer 
Auswertung der β-CTF-Bande durch 
Imagegauge 3.45.  Der Mittelwert für MEF AWT 
beträgt 99% (±12,98%), für MEF APPΔCT15 
86% (±10,2%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 
100% (±10,63%) normiert, wobei n=6 für alle 
Gruppen. Es wurde kein signifikanter Effekt 
beobachtet.  Die Signifikanz wurde mittels Post-
Hoc Test errechnet (p = 0,12). Die Fehlerbalken 













Die Quantifizierung von β-CTF zeigte keinen signifikanten Effekt. Die β-CTF-
Konzentration wird sowohl durch die β- als auch durch die γ-Sekretase bestimmt: Eine 
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erhöhte Aktivität der β-Sekretase führt zu einem vermehrten Anfall von β-CTF, während 
eine erhöhte Aktivität der γ-Sekretase die Konzentration durch Proteolyse reduziert. 
Dieses Ergebnis deutet daher – im Kontext der anderen Ergebnisse – auf eine simultane 
Aktivitätssteigerung der β- und γ-Sekretase hin. 
 
4.2.6. Einfluss der Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15 auf 
Gesamt-Aβ in SH-SY5Y C99-Zellen 
Um den Effekt der Lipidextrakte auf die γ-Sekretase zu untersuchen, wurden SH-SY5Y-
Zellen mit dem Lipidextrakt von MEF AWT oder MEF APPΔCT15 inkubiert und das 
Gesamt-Aβ wurde aus dem Zellkulturmedium quantifiziert. Es wurden dieselben 
Inkubationsbedingungen wie in 4.2.1 gewählt: Zwei Mal 12 Stunden mit jeweils 10μM 



















SH-SY5Y C99-Zellen bilden den Effekt der γ-Sekretase auf die Aβ-Synthese verstärkt 
ab, da sie die letzten 99 C-terminalen Aminosäuren von APP überexprimieren.  
Abbildung 27:  
Gesamt-Aβ im Zellkulturmedium in Abhängig des inkubierten Lipidextraktes auf SH-SY5Y C99-Zellen  
Dargestellt ist die Quantifizierung durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung des W02-Antikörpers und densiometrischer 
Auswertung der Aβ-Bande durch Imagegauge 3.45. SH-SY5Y-Zellen überexprimieren die letzten 99 C-terminalen 
Aminosäuren von APP. Diese Zellen wurden mit den Lipidextrakten von MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Zellen inkubiert.  
Der Mittelwert für MEF WT beträgt 107% (±10%), für MEF APPΔCT15 95% (±5,3%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% 
(±9,09%) normiert, wobei n=6 für alle Gruppen. Die Effekstärke beträgt 12%, wobei die Signifikanz zwischen den Lipidextrakten 
der MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Zellen mittels Post-Hoc-Test ermittelt wurde und p ≤ 0,05 beträgt.  Die Fehlerbalken 
zeigen die Standardabweichung. 
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Die Quantifizierung von β-CTF ergab eine Effektstärke von 12%, wobei der Mittelwert 
der mit dem Lipidextrakt von MEF AWT inkubierten Zellen 107% (±10%) und für mit den 
Lipidextrakt von MEF APPΔCT15 95% (±5,3%) betrug (n = 6, p < 0,05).  
Der beobachtete Effekt auf SH-SY5Y C99-Zellen ist geringer als auf SH-SY5Y APP-
Zellen und deutet daher darauf hin, dass der Effekt der β-Sekretase stärker ist. 
4.2.7. Einfluss der Lipide auf die Sekretasenaktivität auf lebenden Zellen 
Zur Untersuchung eines Effektes der Lipide auf die Sekretasenaktivität wurde die 
Aktivität der β- und γ-Sekretase auf lebenden Zellen bestimmt. Es wurde wie in 3.4.7 
beschrieben vorgegangen. Die Lipidextrakte wurden sowohl auf MEF AWT- als auch auf 
MEF APPΔCT15-Zellen inkubiert.  
Der beobachtete Effekt erlaubt eine Aussage über die anabole Achse des Aβ-
Metabolismus und wird sowohl durch den direkten Effekt der Lipidextrakte auf die 
Sekretasenaktivität als auch über indirekte Effekte wie eine Modifizierung der 
Transkription, Translation oder Expression reguliert. 
Gesamt-Aβ war im Zellkulturmedium von SH-SY5Y APP-Zellen, die mit dem Lipidextrakt 
von MEF APPΔCT15-Zellen inkubiert wurden, im Vergleich zum Lipidextrakt von MEF 
AWT-Zellen reduziert. Da der Aβ-Katabolismus durch die Lipidextrakte nicht reguliert 
wurde, kann dieser Effekt durch einen Einfluss der Extrakte auf die β- und/oder γ-
Sekretase zu erklären. 
 
Die Kinetiken wurden graphisch dargestellt. Es wurde bewusst in einzelnen Graphen auf 
die Fehlerbalken der Lösungsmittelkontrolle verzichtet, um die Kinetik überschaubar zu 
machen. Die Standardabweichung ist in der Beschriftung der Graphik angegeben. 
4.2.7.1. Einfluss der Lipide auf die Aktivität der β-Sekretase 
Im Folgenden wird zuerst der Effekt der Lipide auf die β-Sekretase beschrieben. Es 
wurden MEF AWT-Zellen mit Lipidextrakten aus MEF AWT und MEF APPΔCT15 
inkubiert. Die Zellen wurden auf 96-Well-Platten mit 10μM des jeweiligen Lipidextraktes 
für zwei Mal 12 Stunden in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/0,1%) inkubiert. 
Parallel wurde eine Kontroll-Gruppe mit derselben Menge Ethanol inkubiert.  
 
Die Messung erfolgte in einem SAFIRE II-Fluorometer unter dem Einsatz von 30μM des 
β-Sekretase Substrates IV. Anhand der Fluoreszenz-Messung konnte der Kinetik der 
Enzymaktivität bestimmt werden.  
Grundlegend für die fluorometrische Bestimmt der Enzymaktivität ist der Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (Clegg 1995, Dewey and Hammes 1980). Das Substrat 
enthält eine  Aminosäuren-Sequenz, welche die Schnittstelle des analysierten Enzyms 
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enthält, und von einem Quencher und einer Fluoreszenzquelle flankiert wird. Um die 
Enzymaktivität zu bestimmen wird das Substrat von dem zu untersuchenden Enzym 
gespalten, wodurch Quencher und Fluoreszenzquelle räumlich voneinander getrennt 
werden.  
Durch die Trennung von Quencher und Fluoreszenzquelle wird der Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer aufgehoben. Die gemessene Fluoreszenz ist 
dementsprechend proportional zu der enzymalen Aktivität. 
 
Für jede Probe wurde eine Steigung errechnet. Diese Steigung wurde anhand des 
durchschnittlichen Mittelwertes aller Proben in eine relative Prozentzahl umgerechnet. 
Die Auswertung der Enzym-Aktivität erfolgte im linearen Bereich. Die vollständige 
Messung wird in den folgenden Abbildungen dargestellt. 
 
Abbildung 28: Einfluss der Lipidextrakte auf die Aktivität der β-Sekretase in lebenden Zellen 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des β-Sekretase Substrates IV auf MEF AWT-Zellen.  
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF WT beträgt 
104% (±3,79%), für MEF APPΔCT15 88% (±4,02%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±9,09%) 
normiert, wobei n=6 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 16%, wobei die Signifikanz zwischen MEF WT und MEF APPΔCT15 mittels Post-
Hoc-Test ermittelt wurde und p ≤ 0,001 beträgt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung- 
 
Die Auswertung ergab für die Inkubation mit den Lipidextrakten von MEF AWT- 104% 
(±3,79%) und für MEF APPΔCT15-Zellen 88% (±4,02%) bei einem Signifikanzniveau 
von p < 0,001 (n = 6). Die Effektstärke beträgt 16%.  
 
In Analogie zu diesem Versuch wurde eine weitere Inkubation mit denselben 
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durchgeführt, um zu überprüfen, ob der beobachtete Effekt von der inkubierten Zellreihe 
sowie der vorherrschenden Lipidkomposition abhängt.  
Hierbei wird untersucht, ob das Lipidprofil der MEF APPΔCT15-Zellen durch die Zugabe 
der Lipidextrakte auf das Niveau von Wildtyp-Zellen verändert werden kann. Weiterhin 
wurden Wildtyp-Zellen mit den Lipidextrakten von MEF APPΔCT15-Zellen inkubiert um 
zu untersuchen, ob das Lipidprofil der Wildtyp-Zellen zu dem Lipidprofil von AICD-
defizienten Zellen verschoben werden kann. 
 
Abbildung 29: Einfluss der Lipidextrakte auf die Aktivität der β-Sekretase in lebenden Zellen. 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des β-Sekretase Substrates IV auf MEF APPΔCT15-Zellen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF WT beträgt 
177% (±9,42%), für MEF APPΔCT15 80% (±8,15%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±14,87%) 
normiert, wobei n=6 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 96%, wobei die Signifikanz zwischen MEF WT und MEF APPΔCT15 mittels Post-
Hoc-Test ermittelt wurde und beträgt p ≤ 0,001. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. 
Die MEF APPΔCT15-Zellen, die mit einem Lipidextrakt von MEF AWT inkubiert wurden 
zeigten eine Aktivitätssteigerung auf 177% (±9,42%). Die MEF APPΔCT15-Zellen, die 
mit einem Lipidextrakt von MEF APPΔCT15 inkubiert wurden lagen bei 80% (±8,15%). 
Hieraus ergibt sich eine Effektstärke von 96% (n = 6, p < 0,001). 
 
Auffällig ist, dass die Kinetik der inkubierten MEF APPΔCT15-Zellen deutlich flacher ist 
als die Kinetik der MEF AWT-Zellen. Dies kann dadurch begründet werden, dass AICD 
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Sekretase Aktivität der MEF APPΔCT15-Zellen könnte auf den Wegfall von AICD und 
die dadurch resuliterende Regulation der BACE1-Genexpression erklärt werden.  
 
Die Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15 zeigten einen signifikanten 
Einfluss auf die β-Sekretase auf lebenden Zellen.  
 
Der Effekt der Lipidextrakte ist auf MEF APPΔCT15-Zellen stärker ausgeprägt als auf 
MEF AWT. Das in MEF APPΔCT15-Zellen vorherrschende Lipidprofil kann folglich durch 
den Lipidextrakt von AICD-exprimierenden MEF AWT-Zellen verändert und die Aktivität 
der β-Sekretase deutlich gesteigert werden. Das Lipidprofil der MEF APPΔCT15-Zellen 
kann durch Inkubation der Lipidextrakte von MEF AWT-Zellen zum Wildtyp verschoben 
werden. Andersherum konnte das Lipidprofil der MEF AWT-Zellen durch die Inkubation 
der Lipidextrakte von MEF APPΔCT15-Zellen in Richtung des Lipidprofils AICD-
defizienter Zellen verschoben werden. 
 
Weiterhin wurde der Effekt der Lipidextrakte von MEF ΔΔ C50- und MEF ΔΔ mock-Zellen 
auf die β-Sekretase untersucht.  
Die Lipidextrakte wurden unter denselben Inkubationsbedingungen, 10μM des 
jeweiligen Lipidextraktes für zwei Mal 12 Stunden in FCS-reduziertem Kulturmedium 
(DMEM/0,1%), eingesetzt und die Messung erfolgte abermals im Safire II-Fluorometer 
unter der Verwendung des β-Sekretase Substrates IV. 
 
 
Abbildung 30: Einfluss der Lipidextrakte MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock auf die Aktivität der β-
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Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des β-Sekretase Substrates IV auf MEF AWT-Zellen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF ΔΔ C50 
beträgt 106% (±3,62%), für MEF ΔΔ mock 93% (±5,48%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±5,89%) 
normiert, wobei n=8 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 13%, wobei die Signifikanz zwischen MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock mittels Post-
Hoc-Test ermittelt wurde und p ≤ 0,05. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Es wurde 
bewusst auf die Fehlberalken der Ethanol-Kontrolle verzichtet. Die Standarabweichung der Ethanolkontrolle 
beträgt ±5,89%- 
 
Die Auswertung zeigte für die MEF AWT-Zellen die mit dem Lipidextrakt von MEF ΔΔ 
C50 inkubiert wurden einen Mittelwert von 106% (±3,62%) und für die mit MEF ΔΔ mock 
inkubierten Zellen von 93% (±5,48%).  
Sowohl die MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Lipidextrakte als auch die MEF ΔΔ C50- 
und MEF ΔΔ mock-Lipidextrakte zeigten eine signifikante Regulation der β-Sekretase 
auf lebenden Zellen.  
4.2.7.2. Einfluss der Lipide auf die Aktivität der γ-Sekretase  
Neben der β-Sekretase wurde auch der Effekt der Lipidextrakte auf die γ-Sekretase 
untersucht. Entsprechend der Arbeitshypothese ist eine isolierte Modifizierung sowohl 
der β- als auch der γ-Sekretase oder eine Modifizerung beider Sekretasen denkbar. 
Hierfür wurde in Analogie zu 3.4.7 und 4.2.6.1 vorgegangen, wobei 10μM des jeweiligen 
Lipidextraktes für zwei Mal 12 Stunden in FCS-reduziertem Kulturmedium (DMEM/0,1%) 




Abbildung 31: Einfluss der Lipidextrakte auf die Aktivität der γ-Sekretase in lebenden Zellen  
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des γ -Sekretase Substrates auf MEF AWT-Zellen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF AWT 
beträgt 107% (±4,74%), für MEF APPΔCT15 80% (±6,95%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% 
(±9,17%) normiert, wobei n=12 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 27%, wobei die Signifikanz zwischen MEF WT und MEF APPΔCT15 mittels Post-
Hoc-Test ermittelt wurde und p ≤ 0,001. 
Die Messung erfolgte unter der Verwendung von 12,5μM des γ-Sekretase Substrates in 
einem Safire II-Fluorometer mit den in 3.4.7 dargestellten Messparametern.  
 
Es wurden sowohl die Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15 als auch von 
MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock in jeweils separaten Experimenten untersucht. 
Die Lipidextrakte von MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Zellen wurden auf MEF AWT-
Zellen inkubiert. Um zu überprüfen ob die Lipidextrakte von MEF AWT-Zellen das 
bestehende Lipidprofil von APPΔCT15-Zellen in Richtung des Wildtyps verändern 
können, wurden diese Lipidextrakte ebenfalls auf APPΔCT15-Zellen inkubiert. 
 
Der Mittelwert für die Inkubation von MEF AWT-Zellen mit dem Lipidextrakt aus MEF 
AWT beträgt 107% (±4,74%) und für den Lipidextrakt aus MEF APPΔCT15 80% 
(±6,95%). Die Lipidextrakte führen zu einer signifikanten Regulation der proteolytischen 






























Kongruent hierzu konnte ein Effekt der MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Lipidextrakte 
auf MEF APPΔCT15-Zellen beobachtet werden. 
 
Die Inkubation erfolgte wie oben beschrieben. Die mit einem MEF AWT-Lipidextrakt 
inkubierten MEF APPΔCT15-Zellen zeigten eine gesteigerte Proteolyse durch die γ-
Sekretase auf 106% (±9,2%), während die MEF APPΔCT15-Zellen, die mit einem 
Lipidextrakt von MEF APPΔCT15-Zellen inkubierten wurden, bei 87% (±8,2%) lagen. 
Dies entspricht einer Effekstärke von 19% (n =10, p < 0,05). Demzufolge kann das 
Lipidprofil von MEF APPΔCT15-Zellen durch die Inkubation mit einem Lipidextrakt von 
Wildtyp-Zellen verändert werden und es kommt zu einer Steigerung der γ-Sekretase 
Aktivität. Im Vergleich zum Effekt der Lipidextrakte auf die β-Sekretase war der Effekt 
der Lipidextrakte auf die γ-Sekretase weniger stark ausgeprägt.  
 
 
Abbildung 32: Einfluss der Lipidextrakte auf die Aktivität der γ-Sekretase in lebenden Zellen 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des γ -Sekretase Substrates auf MEF AWT-Zellen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF ΔΔ C50 
beträgt 109% (±15,03%), für MEF ΔΔ mock 91% (±6,82%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±7,23%) 
normiert, wobei n=6 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 18%, wobei die Signifikanz zwischen MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock mittels Post-
Hoc-Test ermittelt wurde und p ≤ 0,05. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Es wurde 
bewusst auf die Fehlerbalken der Ethanol-Kontrolle verzichtet.  
Weiterhin wurden für die Untersuchung des Einflusses der Lipidextrakte auf die γ-
Sekretase MEF AWT-Zellen mit den Lipidextrakten von MEF ΔΔ C50- und MEF ΔΔ 
mock-Zellen inkubiert. Die Inkubation und Messung erfolgten unter den oben 
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C50-Zellen inkubiert wurden, zeigten eine Aktivitätssteigerung der γ-Sekretase auf 109% 
(±15,03%), während für MEF AWT-Zellen, die parallel mit einem Lipidextrakt von MEF 
ΔΔ mock, eine γ-Sekretase Aktivität von 91% (±6,82%) bestimmt wurde. Die Ethanol-
Kontrolle wurde auf 100% (±7,23%) normiert. Die Inkubation der Lipidextrakte von MEF 
ΔΔ C50- und MEF ΔΔ mock-Zellen auf MEF AWT-Zellen führt zu einer signifikanten 
Regulation der γ-Sekretase Aktivität (n = 6, p < 0,05). Der Einfluss der Lipidextrakte auf 
die γ-Sekretase ist Zelllinien unabhängig. 
 
Insgesamt zeigt die Auswertung einen klaren Einfluss der Lipidextrakte auf die 
proteolytische Aktivität der γ-Sekretase. Der beobachtete Effekt auf die 
Sekretasenaktivität auf lebenden Zellen ist bei der β-Sekretase stärker ausgeprägt als 
bei der γ-Sekretase.  
Es ist von einem anabolen Effekt der Lipide durch Modifikation der  β- und γ-Sekretase 
auf den Aβ-Metabolismus auszugehen. Grundlegend kann diese Regulation auf einen 
direkten oder einen indirekten Einfluss der Lipidextrakte auf die β- und γ-Sekretase 
zurückgeführt werden. Um den zugrundeliegenden Mechanismus des beobachteten 
Effektes zu untersuchen wurde der direkte Einfluss der Lipide auf die Sekretasen durch 
die Bestimmung der Sekretasenaktivität auf Post-nuklearen Fraktionen (PNF) 
untersucht. Ein direkter Effekt lässt sich auf die direkten Interaktion der Lipide mit den 
Sekretasen oder eine Veränderung der unmittelbaren Lipidumgebung des Enzyms 
zurückführen.  
Indirekte Effekte hingegen hängen von dem Nukleus der Zelle ab und umfassen 
Veränderungen der Genexpression, der Translation und Transkription und des 
Proteintransportes.  
4.2.8. Einfluss der Lipidextrakte auf die Sekretasenaktivität auf PNF 
Um eine direkte Modifizierung der Sekretasen durch die Lipidextrakte zu untersuchen, 
wurde die proteolytische Aktivität der Sekretasen auf PNF bestimmt. PNF sind 
aufgereinigte Membranfragmente, deren Enzymaktivität unabhängig vom Nukleus ist. 
Somit werden indirekte Effekte, wie Veränderungen der Gen-Expression oder der 
Translation und Transkription nicht abgebildet.  
 
4.2.8.1. Einfluss der Lipidextrakte auf die Aktivität der β-Sekretase 
Für die fluorometrische Messung der Sekretasenaktivität auf PNF wurden MEF AWT-
Zellen wie in 3.4.8 beschrieben aufgearbeitet. Die PNF wurden mit 10μM  des jeweiligen 
Lipidextrakts für 15 Minuten bei 37° auf einem Schüttler inkubiert. Die Messung erfolgte 
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unter der Verwendung von 20μM des β-Sekretase Substrat IV in einem Safire II-
Fluorometer mit den in 3.4.8 dargestellten Messparametern. 
 
Auf den lebenden Zellen wurde gezeigt, dass sich das Lipidprofil von Wildtyp-Zellen 
durch die Inkubation eines Lipidextraktes von AICD-defizienten Zellen beeinflussen 
lässt. Ebenso konnte gezeigt werden, dass sich das Lipidprofil von MEF APPΔCT15-
Zellen durch die Inkubation von Lipidextrakten von Wildtyp-Zellen zu verändern lässt.  
Für die Untersuchung der Enzymaktivität auf PNF wurden aus MEF AWT-Zellen wie in 
3.4.8 beschrieben PNF generiert. Obwohl stärkere Effekte auf den MEF APPΔCT15-
Zellen beobachtet wurden, wurden MEF AWT-Zellen verwendet, da diese Wildtyp-Zellen 
ein physiologischeres System abbilden. 
 
Die Inkubation der Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15 auf PNF zeigte 
eine signifikante Reduktion der Enzymaktivität durch MEF APPΔCT15 im Vergleich zu 
MEF AWT (n = 6, p < 0,05).  
Als Mittelwert wurde für die Inkubation mit dem Lipidextrakt von MEF AWT ein Mittelwert 




Einfluss der Lipidextrakte (MEF AWT, MEF APPΔCT15) auf die Aktivität der β-Sekretase auf PNF von 
MEF AWT-Zellen 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des β-Sekretase Substrat IV auf Post-Nuklearen-Fraktionen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF AWT 
beträgt 115% (±13,99%), für MEF APPΔCT15 93% (±3,82%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% 
(±7,97%) normiert, wobei n=6 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 22%, wobei die Signifikanz zwischen MEF AWT und MEF APPΔCT15 mittels Post-





























Dieses Ergebnis deutet auf eine direkte Beeinflussung der β-Sekretase durch die 
Lipidextrakte hin. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischend der Aktivität der 
β-Sekretase in Abhängigkeit der inkubierten Lipidextrakte auf lebenden Zellen im 
Vergleich zu PNF. Die Regulation der β-Sekretase durch die Lipidextrakte kann durch 
eine direkte Interaktion zwischen den Lipiden und der Sekretase erklärt werden. 
 
Weiterhin wurde der Einfluss der Lipidextrakte aus MEF ΔΔ C50- und MEF ΔΔ mock-
Zellen auf die proteolytische Aktivität der β-Sekretase auf PNF bestimmt.  
 
Die Auswertung der Fluoreszenzmessung liefert einen Mittelwert von 113% (±7,51%) für 
PNF, die mit dem Lipidextrakt von MEF ΔΔ C50-Zellen inkubiert wurden. Im Vergleich 
wurde die Aktivität der β-Sekretase auf PNF 85% (±6,4%) durch die Inkubation mit einem 
Lipidextrakt aus MEF ΔΔ mock-Zellen reduziert (n=6, p < 0,001).  
Dies entspricht einer signifikanten Reduktion der Aktivität der β-Sekretase auf PNF durch 
den Einfluss des AICD-defizienten Lipidextraktes aus MEF ΔΔ mock- im Vergleich zu 
MEF ΔΔ C50-Zellen. 
 
Abbildung 34:  
Einfluss der Lipidextrakte (MEF ΔΔ C50, MEF ΔΔ mock) auf die Aktivität der β-Sekretase auf PNF 
aus MEF AWT-Zellen. 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des β-Sekretase Substrat IV auf Post-Nuklearen-Fraktionen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF ΔΔ C50 
beträgt 113% (±7,51%), für MEF ΔΔ mock 85% (±6,4%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±6,2%) 
normiert, wobei n=6 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 28%, wobei die Signifikanz zwischen MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock mittels Post-
Hoc-Test ermittelt wurde und p ≤ 0,001. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Es wurde 
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Es ist somit von einer direkten Regulation der β-Sekretase durch die eingesetzten 
Lipidextrakte auszugehen. Die Aktivität der β-Sekretase wurde durch die Inkubation von 
PNF mit den Lipidextrakten von MEF APPΔCT15-Zellen durchschnittlich um 23% im 
Vergleich zu den Lipidextrakten von MEF AWT-Zellen reduziert. Die Inkubation von PNF 
mit den Lipidextrakten aus MEF ΔΔ mock- und MEF ΔΔ C50-Zellen konnten diesen 
Einfluss mit einer größeren Effektstärke von 28% reproduzieren. 
4.2.8.2. Einfluss der Lipidextrakte auf die Aktivität der γ-Sekretase 
Neben der β-Sekretase wurde auch der Einfluss der Lipidextrakte auf die γ-Sekretase 
auf PNF untersucht. Hierfür wurde wie in 3.4.8 und 4.2.7 beschrieben vorgegangen.  
Die PNF wurden mit 10μM der Lipidextrakt von MEF AWT und MEF APPΔCT15  für 15 
Minuten bei 37° auf einem Schüttler inkubiert. Die Messung erfolgte unter der 
Verwendung von 6,25μM des γ-Sekretase Substrast in einem Safire II-Fluorometer mit 
den in 3.4.8 dargestellten Messparametern. 
 
 
Abbildung 35:  
Einfluss der Lipidextrakte (MEF AWT und MEF APPΔCT15) auf die Aktivität der γ-Sekretase auf PNF, 
die aus MEF AWT-Zellen generiert wurden. 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des γ-Sekretase Substrats auf Post-Nuklearen-Fraktionen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF AWT 
beträgt 125% (±1,01%), für MEF APPΔCT15 80% (±5,98%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% 
(±12,1%) normiert, wobei n=3 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 20%, wobei die Signifikanz zwischen MEF AWT und MEF APPΔCT15 mittels Post-
Hoc-Test ermittelt wurde und p ≤ 0,001. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Es wurde 


























Es konnte ein signifikanter Effekt auf die Aktivität der γ-Sekretase auf PNF durch die 
Inkubation mit Lipidextrakten beobachtet werden. 
Die Inkubation der Lipidextrakte ergab für MEF AWT 125% (±1,01%) und für MEF 
APPΔCT15 80% (±5,98%), was einer Effekstärke von 20% entspricht (n = 3, p < 0,001). 
 
Die Lipidextrakte von MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Zellen regulieren also sowohl die 
Aktivität der β-Sekretase als auch der γ-Sekretase durch einen direkten Effekt. 
 
Um zu überprüfen, ob dieser Effekt Zelllinien unabhängig ist, wurde der Einfluss der 
Lipidextrakte von MEF ΔΔ C50- und MEF ΔΔ mock-Zellen auf die γ-Sekretase 
untersucht. Diese Lipidextrakte wurden abermals mit 10μM inkubiert und es wurde wie 
in 3.4.8 beschrieben vorgegangen.  
 
Abbildung 36:  
Einfluss der Lipidextrakte MEF ΔΔ C50  und MEF ΔΔ mock auf die Aktivität der γ-Sekretase auf PNF, 
die aus MEF AWT-Zellen generiert wurden. 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Lipidextrakte unter 
Verwendung des γ-Sekretase Substrats auf Post-Nuklearen-Fraktionen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit MEF ΔΔ C50 
beträgt 115% (±8,18%), für MEF ΔΔ mock 82% (±5,16%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±5,5%) 
normiert, wobei n=4 für alle Gruppen.  
Die Effekstärke beträgt 33%, wobei die Signifikanz zwischen MEF ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock mittels Post-
Hoc-Test ermittelt wurde und p p ≤ 0,001. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an 
 
Die Lipidextrakte von MEF ΔΔ C50- und MEF ΔΔ mock-Zellen haben einen signifikanten 
Einfluss auf die Aktivität der γ-Sekretase auf PNF. Die Inkubation der PNF mit dem MEF 
ΔΔ C50 Lipidextrakt führte zu einer Steigerung der proteolytischen Aktivität der γ-
Sekretase auf 115% (±8,18%). Während die γ-Sekretase durch die Inkubation des 
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Die Lipidextrakte AICD-defizienter Zellen reduzieren Gesamt-Aβ signifikant im Vergleich 
zu den Lipidextrakten von Wildtyp-Zellen und AICD-überexprimierenden Zellen. 
Passend zu einer Regulation der β-Sekretase wurde die sAPPβ-Konzentration 
signifikant in abhängig der inkubierten Lipidextrakte beeinflusst. β-CTF zeigte hingegen 
keine signifikanten Veränderungen. Eine gleichzeitige Aktivitätssteigerung der β- und γ-
Sekretase kann die beobachteten Effekte erklären. Tatsächlich lässt sich der Einfluss 
der Lipidextrakte auf die β- und γ-Sekretase auf lebenden Zellen und auf PNF 
beobachten. Die Effektstärke beträgt dabei in beiden Systemen ungefähr 20%. Eine 
direkte Regulation der β- und γ-Sekretase durch die Lipidextrakte liefert somit eine 
Erklärung für die beobachteten Effekte.  
Vor diesem Hintergrund ist die Untersuchung der Genexpression nicht notwendig um 
den Effekt zu erklären. Die Genexpression der β-Sekretase und des γ-Sekretase  wurden 
dennoch untersucht, da einzelne Lipidspezies einen publizierten Einfluss auf die 
Genexpression zeigen. 
4.2.9. Einfluss der Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15 auf die 
Genexpression 
Der Einfluss der Lipidextrakte von MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Zellen auf die 
Genexpression wurde durch die Durchführung einer RT-PCR untersucht. 
Linolsäure reduzierte die Presenelin1-Expression in einem Zellmodell  (Liu Y. et al. 
2004). Ebenso DHA führte in einem Zellmodell zu einer verringerten Expression von 
Presenelin1, während die Konzentration der Linolsäure nicht signifikant verändert war 
(Green et al. 2007).  
Um zu überprüfen welchen Einfluss die Lipidextrakte auf die Genexpression der β-
Sekretase und den γ-Sekretase Komplex haben, wurden SH-SY5Y WT-Zellen mit 10μM 
der Lipidextrakt von MEF AWT und MEF APPΔCT15 für zwei Mal 12H inkubiert. 
Anschließend wurde die RNS aus den Zellen isoliert, ihre Konzentration und Reinheit 
wurde bestimmt und sie wurde in cDNS umgeschrieben (vgl. 3.3). Die Genexpression in 
der cDNS wurde wie in 3.3.4 beschrieben durch eine RT-PCR quantifiziert. 
Die Quantifizeriung der Genexpression zeigte eine signifikante Steigerung der 
Expression des Presenelin Enhancer-Gens auf 142% (±27%) durch die Inkubation mit 







Abbildung 37:  
Quantifizerung der Genexpression durch RT-PCR in Abhängigkeit der inkubierten Lipidextrakte  
SH-SY5Y Wildtyp-Zellen wurden mit 10μM der Lipidextrakt von MEF AWT- und MEF APPΔCT15-Zellen 
inkubiert, wobei MEF AWT als Kontrolle designiert wurde. Die Ergebnisse wurden auf das 
Expressionsniveau von Actin normiert. Dargestellt sind die prozentualen Veränderungen der Inkubation des 
Lipidextraktes von MEF APPΔCT15-Zellen im Vergleich zu der Inkubation mit dem Lipidextrakt von MEF 
AWT-Zellen. Die Genexpression von PSENEN wurde durch die Inkubation auf 142% (±27%) im gesteigert, 
(n = 9, p < 0,05). Alle anderen Effekte sind nicht signifikant. 
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98% (±25,4%) p= 0,92 9 
 
Die Auswertung zeigt eine isolierte Erhöhung der Genexpression des Presenelin 
Enhancer-Gens durch Inkubation mit dem Lipidextrakt der MEF APPΔCT15-Zellen im 
Vergleich zu der Inkubation mit dem Lipidextrakt von MEF AWT-Zellen. PSEN1 wurde 
hingegen durch die Inkubation mit den Lipidextrakten nicht signifikant reguliert.  
Der isolierte Effekt der Lipidextrakte auf PSENEN macht einen Einfluss auf die Aktivität 
der γ-Sekretase unwahrscheinlich. Zudem wurden keine Steigerung der Aktivität des γ-
Sekretase Komplexes durch die Inkubation mit den Lipidextrakten von MEF APPΔCT15-
Zellen beobachtet. Der Effekt war gegenteilig. Die Lipidextrakte von MEF APPΔCT15-
Zellen reduzierten die γ-Sekretase Aktivität 
4.2.10. Zusammenfassung der Ergebnisse 
AICD reguliert das Lipidprofil. Die massenspektrometrische Auswertung der 
Lipidextrakte zeigt, dass das Verhältnis der Fettsäuren in der Lipidspezies der 
Phosphatidylcholine in den Lipidextrakten von den AICD-defizienter Zellen zu den 
ungesättigten Fettsäuren verschoben ist. Ebenso ist die Konzentration der 
Plasmalogene reduziert, die DHA-Konzentration und der C22:6/C18:1-Quotient erhöht. 
 
Sowohl die Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15-Zellen als auch von MEF 
ΔΔ C50 und MEF ΔΔ mock-Zellen zeigten einen Einfluss auf das Aβ-Level, die sAPPβ-
Konzentration und die Sekretasenaktivität. Dieser Effekt konnte durch die Inkubation 
eines Lipidextraktes, der durch die Inkubation von APPΔCT15-Zellen mit AICD50 
gewonnen wurde, reproduziert werden.  
 
Lipidextrakte von AICD-defizienten Zellen führten zu einer verringerten Aktivität der β- 
als auch der γ-Sekretase, während Lipidextrakte, die von AICD-(über)exprimierenden 
Zellen gewonnen wurden, zu einer Potenzierung der Sekretasenaktivität führten.  
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Dieser Effekt konnte sowohl auf lebenden Zellen als auch auf PNF demonstriert werden. 
Die Effektstärke des direkten und indirekten Effektes ist vergleichbar. 
Bemerkenswerterweise konnte das Lipidprofil von MEF APPΔCT15-Zellen durch die 
Inkubation von Lipidextrakten von MEF AWT-Zellen verändert soweit verändert werden, 
dass die gemessene β- und γ-Sekretase Aktivität der von Wildtyp-Zellen entspricht. 
Gleichzeitg führte die Inkubation von MEF AWT-Zellen mit den Lipidextrakten von MEF 
APPΔCT15-Zellen zu einer Reduktion der β- und γ-Sekretase Aktivität auf das 
APPΔCT15-Niveau. Die Genexpression der β-Sekretase wird nicht durch die 
Lipidextrakte reguliert. Die Genexpression des Presenelin-Enhancer Gens des γ-
Sekretase-Komplexes wurde durch die Inkubation von SH-SY5Y Wildtyp-Zellen mit dem 
Lipidextrakt von  APPΔCT15-Zellen im Vergleich zu dem Lipidextrakt von MEF AWT-
Zellen erhöht. Der Aβ-Katabolismus wurde durch die verwendeten Lipidextrakte nicht 
reguliert. Ebenso zeigten die Lipidextrakte keinen Einfluss auf die Proteinsekretion. 
 
Die Lipidextrakte regulieren die β- und die γ-Sekretase vor allem über einen direkten 
Einfluss.  
4.3. Einfluss von Coffein und Propentofyllin auf die APP-
prozessierenden Sekretasen 
4.3.1. Einfluss von Coffein und Propentofyllin auf die nicht-amyloidogene 
Prozessierung 
Um den Einfluss der Xanthin-Derivate auf die nicht-amyloidogene APP-Prozessierung 
zu untersuchen, wurden SH-SY5Y Wildtyp Zellen mit 100µM Caffein oder PPF inkubiert. 
Die Zellen wurden zwei Mal für je 12 Stunden mit den Additiven wie in 3.2.3 beschrieben 
inkubiert. Anschließend wurde die α-Sekretasen Aktivität kontinuierlich in Analogie zu 
3.5.7 in einem Fluorometer bestimmt. 
Es wurden 3μM des α-Substrates (Calbiochem, San Diego) eingesetzt und die folgenden 
Messparameter verwendet: 
Erregung 340 ± 10nm, Emission 490 ± 10nm, 180 kinetische Zyklen, 37°C 
 
In Anwesenheit von 100µM PPF oder Coffein war die Aktivität der α-Sekretase auf 
127,22% ± 6,01% (p ≤ 0,001) und 127,51% ± 11,57% (p ≤ 0,05) respektiv erhöht im 
Verlgeich zu Zellen, die nur mit Lösungsmittel inkubiert wurden.  
 
Dieser Effekt konnte auf Cos7-Wildtyp Zellen, die von afrikanischen Grünaffen-Nieren 
gewonnen wurden (Grimm M. O. et al. 2005), reproduziert werden.  
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In Cos7-Wildtyp Zellen, die mit 100µM PPF inkubiert wurden, war die Aktivität der α-




Abbildung 37: Einfluss von PPF auf die Aktivität der α-Sekretase auf lebenden Zellen.  
SH-SY5Y-Wildtyp Zellen, die für 24H mit 100µM PPF inkubiert wurden, zeigten eine gesteigerte α-
Sekretasen Aktivität auf 127,22% ± 6,01% (p ≤ 0,001, n = 24) im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle.  
Um den vermuteten Einfluss von Coffein und PPF auf die nicht-amyloidogene 
Prozessierung von APP weiter zu untersuchen, wurde der sAPPα-Gehalt aus dem 
konditionierten Medium von behandelten und unbehandelten SH-SY5Y APP-Zellen (vgl. 
3.1.2) durch eine Western-Blot Analyse bestimmt. Die Western-Blot Analyse und die 
Vorbereitung der Zellen wurden wie in 3.5 beschrieben durchgeführt. Die Inkubation von 
SH-SY5Y APP-Zellen mit Coffein führte zu einer erhöhten sAPPα-Konzentration auf 
134,95% ± 10,69% (p ≤ 0.001), während PPF den sAPPα-Gehalt auf 138,79% ± 5.7% 
(p ≤ 0.001) im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle erhöhte. 
 
Cos7 Zellen, die stabil mit APP695 transfiziert und mit 100µM PPF inkubiert wurden, 
zeigten einen signifikant erhöhten sAPPα-Gehalt von 121.2% ± 5.1%, wobei p ≤ 0,05. 




Abbildung 38: Einfluss von Propentofyllin und Coffein auf die sAPPα.  
SH-SY5Y APP-Zellen, die für 24H mit 100µM PPF oder Coffein inkubiert wurden, zeigten einen signifikant 
erhöhten sAPPα-Gehalt von 138,79% ± 5.7% (p ≤ 0.001, n = 8) und  134,95% ± 10,69% (p ≤ 0.001) respektiv 
im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle. 
Um herauszuarbeiten, ob der beobachtete Effekt auf die nicht-amyloidogene APP-
Prozessierung auf einen direkten oder indirekten Einfluss der Derivate auf die α-
Sekretase beruht wurde die α-Sekretasen Aktivität auf post-nukleären Membran 
Fraktionen, wie in 3.5.8 beschrieben, bestimmt. Es wurden die identischen 
Messparameter wie oben beschrieben verwendet.  
Die Inkubation zellulärer Fragmente mit 100µM PPF führte zu einer Aktivitätssteigerung 
der α-Sekretase auf 127,76% ± 5,26% (p ≤ 0,01), während die Inkubation mit Coffein die 
Aktivität auf 127,64% ± 8,78% (p ≤ 0,001) im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle 
erhöhte. Da die Funktion des Nukleus in PNF ausgeschaltet ist, sind die beobachteten 




4.3.2. Einfluss von Coffein und Propentofyllin auf Gesamt Aβ und die 
amyloidogene APP-Prozessierung 
Die Konzentration von Gesamt Aβ wird durch die Aβ-Synthese durch die amyloidogene 
Prozessierung und durch Aβ-abbauende Mechanismen wie Aβ-degradierende Enzyme 
oder Transportmechanismen bestimmt. Basierend auf den beobachteten Effekten der 
Xanthine auf die nicht-amyloidogene Prozessierung durch die α-Sekretase ist eine 
Reduktion des Gesamt Aβ zu erwarten, vorrausgesetzt Aβ-degradierende Mechanismen 
sind unverändert und die Aktivität der β-Sekretase ist unverändert oder verringert.  
 
 
Abbildung 39: Einfluss von Coffein und Propentofyllin auf Gesamt Aβ.  
SH-SY5Y APP-Zellen wurden für 24H mit 100µM Coffein oder PPF inkubiert. Eine Immunpräzipitation und 
anschließende Quantifizierung des Gesamt Aβ durch Western-Blot Analyse bestätigten, dass Coffein und 
PPF Gesamt Aβ auf 80,41% ± 6,53% (p ≤ 0,05, n = 12) und 80,26% ± 17,7% (p ≤ 0,001) respektiv im 
Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle reduzieren. 
Tatsächlich ist die Gesamt Aβ-Konzentration in Zellen, die mit 100µM Coffein oder PPF 
inkubiert wurden reduziert.  
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SH-SY5Y APP-Zellen wurden für 24H wie in 3.2.3 beschrieben inkubiert und eine 
Western-Blot Analyse mit vorrausgegangener Immunpräzipitation wurde analog zu 3.5.1 
bis 3.5.5 durchgeführt. Das gemessene Gesamt Aβ der mit Coffein inkubierten Zellen 
war auf 80,41% ± 6,53% (p ≤ 0,05) reduziert während PPF zu einer Reduktion des 
Gesamt Aβ auf 80,26% ± 17,7% (p ≤ 0,001) im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle 
führte. In Analogie führte die Inkubation mit PPF in Cos7-Zellen, die stabil mit APP695 
transfiziert wurden, zu einer Reduktion des Gesamt Aβ auf 70.8% ± 6.5%, wobei p ≤ 
0.05. Zur Detektion von Aβ wurde der W02-Antikörper verwendet. W02 erkennt die 
Aminosäuren 1 bis 10 des Aβ-Peptides und unterscheidet somit nicht zwischen Aβ40 
und Aβ42. Da die Aβ Synthese sowohl durch die β- als auch durch die γ-Sekretase 
reguliert wird, wurden beide Enzym individuell untersucht. 
 
Die Aktivität der β-Sekretase wurde wie in 3.5.7 beschrieben in lebenden Zellen 
bestimmt. Dafür wurden SH-SY5Y Wildtyp-Zellen für 24H mit den Additiven behandelt 
und die β-Sekretase Aktivität wurde fluorometrisch quantifiziert. Zellen, die mit PPF oder 
Coffein behandelt wurden, zeigten eine signifikant reduzierte Aktivität der β-Sekretase. 
Die Behandlung mit PPF reduzierte die Enzym-Aktivität auf 73.8% ± 3.2% (p ≤ 0.001), 
Coffein auf 83,15% ± 12,2% (p ≤ 0.001) im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle. 
 
Um zu zeigen, dass der beobachtete Effekt nicht auf eine Zelllinie begrenzt ist wurden 
ebenfalls Cos7 Wildtyp-Zellen mit PPF inkubiert und die β-Sekretase Aktivität gemessen. 
PPF verringerte dabei die Enzym-Aktivität auf 70.0% ± 4.8% (p ≤ 0.001). Der Effekt auf 




Abbildung 40: Einfluss von PPF auf die Aktivität der β-Sekretase auf lebenden Zellen.  
SH-SY5Y-Wildtyp Zellen, die für 24H mit 100µM PPF inkubiert wurden, zeigten eine reduzierte β-Sekretasen 
Aktivität auf 73.8% ± 3.2% (p ≤ 0.001, n = 20) im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle. 
 
Abbildung 41: Einfluss von Coffein auf die Aktivität der β-Sekretase auf lebenden Zellen.  
SH-SY5Y-Wildtyp Zellen, die für 24H mit 100µM Coffein inkubiert wurden, zeigten eine reduzierte β-
Sekretasen Aktivität auf 83,15% ± 12,2% (p ≤ 0.001, n = 20) im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle. 
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In Analogie zu den beobachteten Effekten auf die β-Sekretase wurde ebenfalls sAPPβ 
bestimmt. Der sAPPβ-Gehalt wurden aus konditionertem Medium von SH-SY5Y 
APP695-Zellen, die für 24H mit 100µM des jeweiligen Additives behandelt wurden, 
detektiert. Als Antikörper wurde der in 3.1.3 beschriebene Anti-sAPPβ Antikörper 
verwendet. Dieser Antikörper erkennt das ISEVKM-Peptid, das im C-Terminus von 
humanem sAPPβ situiert ist. Die Behandlung der Zellen mit PFF führte zu einer 
signifikanten Reduktion von sAPPβ auf 84.9% ± 2.2%, wobei p ≤ 0.001. Coffein 
verringerte ebenfalls sAPPβ auf 84,25 %± 2.64%, wobei p ≤ 0.01. 
 
 
Abbildung 42: Einfluss von Coffein und Propentofyllin auf sAPPβ.  
SH-SY5Y APP-Zellen wurden für 24H mit 100µM Coffein oder PPF inkubiert. sAPPβ wurde mittel Western-
Blot Analyse aus konditioniertem Medium quantifiziert. PPF und Coffein reduzierten sAPPβ auf 84.9% ± 
2.2% (p ≤ 0.001) und 84,25 % ± 2.64% (p ≤ 0.01, n =8) respektiv. 
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Um den beobachteten Effekt mechanistisch aufzuarbeiten, wurde die Aktivität der β-
Sekretase ebenfalls auf PNF bestimmt. Die analog zu 3.5.8 bestimmte Aktivität der β-
Sekretase wurde durch Coffein und PPF respektiv auf 83,04% ± 1,67% (p ≤ 0.05) und 
83,57% ± 12,08% (p ≤ 0.001) reduziert und impliziert einen direkten Einfluss der Xanthin 
Derivate auf die APP-prozessierenden Sekretasen.  
 
Weiterhin wurde die γ-Sekretaseaktivität auf lebenden Zellen, wie in 3.5.7 beschrieben, 
bestimmt. SH-SY5Y Wildtyp-Zellen wurden für 24H mit 100µM der beiden Additive 
inkubiert. Bemerkenswerterweise blieb die Aktivität der γ-Sekretase durch die 
Behandlung mit Coffein und PPF weitgehend unverändert (PPF: 100.4% ± 11.7%, p = 
0.9777, Caffeine: 95,07% ± 17,11%, p = 0,3905). 
 
 
Abbildung 43: Einfluss von PPF auf die Aktivität der γ -Sekretase auf lebenden Zellen.  
SH-SY5Y-Wildtyp Zellen, die für 24H mit 100µM PPF zeigten keine signifkante Veränderng der γ-
Sekretasenaktivität im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (PPF: 100.4% ± 11.7%, p = 0.9777, n = 20). 
 
Wie bereits beschrieben ist die Gesamt Aβ-Konzentration nicht nur von dem Aβ-
Anabolismus durch die amyloidogene APP-Prozessierung, sondern auch von dem Aβ-
Katabolismus abhängig. Eine erhöhte Aβ-Degradation könnte daher auch zu der 
beobachteten Reduktion von Aβ führen.  
113 
 
Daher wurde die Gesamt Aβ-Degradation analog zu der Disseration von Dr. J. Mett 
2017, Universität des Saarlandes, quantifiziert. 100µM PPF oder Coffein wurden 
zusammen mit synthetischem, humanen Aβ40 für 6 Stunden auf N2a-Zellen (vgl. 3.1.2) 
inkubiert. Anschließend wurde der W02-Antikörper eingesetzt um das synthetische 
Aβ40 Peptid zu detektieren. Da der W02-Antikörper das endogene Maus Aβ nicht 
bindet, wird nur das hinzugefügte, humane Aβ detektiert. Das verbleibende Aβ40 war 




4.4. Ergebnisse zu weiteren Projekten im Rahmen von 
Kooperationen 
 
Im folgenden Kapitel werden Ergebnisse dargestellt, die im Rahmen weiterer, 
kooperativer  Projekte generiert und teilweise bereits publiziert wurden. 
 
4.4.1. Einfluss von Tocotrienol und Tocopherol auf die Sekretasenaktivität 
auf PNF 
 
Die im folgenden Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden im International Journal of 
Molecular Sciences publiziert: 
 
Tocotrienol Affects Oxidative Stress, Cholesterol Homeostasis and the Amyloidogenic 
Pathway in Neuroblastoma Cells: Consequences for Alzheimer ’s disease 
Marcus O. W. Grimm*, Liesa Regner*, Janine Mett, Christoph P. Stahlmann, Pascal Schorr, 
Christopher Nelke, Olga Streidenberger, Hannah Stoetzel, Jakob Winkler, Shatha R. Zaidan, 
Andrea Thiel, Kristina Endres, Heike S. Grimm, Dietrich A. Volmer and Tobias Hartmann. Int. J. 
Mol. Sci. 2016 Nov; 17(11): 1809. 
*Erst-Autoren 
 
AD zeichnet sich neben amyloiden Ablagerungen durch den vermehrten Anfall reaktiver 
Sauerstoffspezies (engl. „Reactive oxygen species“, ROS) aus. 
Vitamin E hat neuroprotektive Eigenschaften und verschiedene Studien suggerieren, 
dass Vitamin E mit einem protektiven Effekt in Bezug auf AD assoziiert ist (La Fata et al. 
2014, Mangialasche et al. 2009, Ricciarelli et al. 2007, Xia and Mo 2016). Dennoch ist 
die epidemiologische Studienlage in Bezug auf Vitamin E und AD heterogen.   
 
Um den Einfluss von Tocotrienol und Tocopherol auf die Aktivität der β- und γ-Sekretase 
zu untersuchen wurden PNF, die aus SH-SY5Y WT-Zellen gewonnen wurden, entweder 
mit 10µM α-Tocotrienol oder Tocopherol inkubiert und mit einer Ethanol-Kontrolle 
verglichen. (vgl. 3.4.8). 
Die Aktivität der β- und γ-Sekretase wurde durch die Zugabe des entsprechenden 





Abbildung 44: Einfluss von Tocotrienol und Tocopherol auf die Aktivität der β-Sekretase auf PNF 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Additive unter 
Verwendung des β-Sekretase Substrat IV auf Post-Nuklearen-Fraktionen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit Tocotrienol 
beträgt 116% (±7,34%), für Tocopherol 117% (±8,03%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±9,4%) 
normiert, wobei n=6 für alle Gruppen.  
Die Signifikanz zwischen Tocotrienol und Ethnaol, sowie Tocopherol und Ethanol wurde mittels zweiseitigen 
T-Test ermittelt und beträgt jeweils p < 0,01. 
 
Sowohl α-Tocopherol als auch α-Tocotrienol zeigten einen direkten Einfluss auf die 
Aktivität der β- und γ-Sekretase. α-Tocopherol und α-Tocotrienol steigerten die Aktivität 
der β-Sekretase um 17% im Vergleich zur Ethanol-Kontrolle (p < 0,01), während die 
Aktivität der γ-Sekretase um 19% für Tocotrienol und um 23% für Tocopherol im 
Vergleich zur Ethanol-Kontrolle (p < 0,05, n = 6) gesteigert wurde. 
α-Tocopherol als auch α-Tocotrienol üben also einen signifikanten, direkten Effekt auf 






















Abbildung 45: Einfluss von Tocotrienol und Tocopherol auf die Aktivität der γ-Sekretase auf PNF 
Dargestellt ist die Fluoreszenzmessung in Abhängigkeit der Zeit und der inkubierten Additive unter 
Verwendung des γ-Sekretase Substrats auf Post-Nuklearen-Fraktionen. 
Die Mittelwerte wurden anhand der Steigung errechnet. Der Mittelwert für die Inkubation mit Tocotrienol 
beträgt 118% (±11,17%), für Tocopherol 123% (±12,61%). Die Ethanol-Kontrolle wurde auf 100% (±12,71%) 
normiert, wobei n=6 für alle Gruppen.  
Die Signifikanz zwischen Tocotrienol und Ethnaol sowie Tocopherol und Ethanol wurde mittels zweiseitigen 
T-Test ermittelt und beträgt p < 0,05. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass α-Tocopherol und α-Tocotrienol die 
Formation von ROS und die Cholesterin-Konzentration reduzierten, wobei der Effekt von 
α-Tocotrienol stärker ausgeprägt war. Es ist anzunehmen, dass sowohl eine Reduktion 
des ROS- als auch des Choleterin-Levels einen protektiven Effekt gegenüber AD 
ausüben. Gleichzeitig stimulieren α-Tocopherol und α-Tocotrienol aber auch die 
amyloidogene Prozessierung und führen so zu einer verstärkten Amyloid-Belastung. 
































4.4.2. Einfluss von Vitamin D auf das Lipidprofil 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls der Einfluss von Vitamin D sowohl auf die 
APP-Prozessierung als auch auf das Lipidprofil untersucht. 
 
Die Ergebnisse, die den Einfluss von Vitamin D auf die APP-Prozessierung beschreiben, 
wurden im International Journal of Molecular Sciences publiziert: 
 
Vitamin D and Its Analogues Decrease Amyloid-β (Aβ) Formation and Increase Aβ-
Degradation 
Marcus O. W. Grimm*, Andrea Thiel*, Anna A. Lauer, Jakob Winkler, Johannes Lehmann, Liesa 
Regner, Christopher Nelke, Daniel Janitschke, Céline Benoist, Olga Streidenberger, Hannah 
Stötzel, Kristina Endres, Christian Herr, Christoph Beisswenger, Heike S. Grimm, Robert Bals, 
Frank Lammert, and Tobias Hartmann. Int J Mol Sci. 2017 Dec; 18(12): 2764. 
*Erst-Autoren 
 
Die Vitamin D Hypovitaminose betrifft bis zu 85% der älteren Bevölkerung und wurde in 
zahlreichen epidemiologischen Studien in Zusammenhang mit AD gebracht (Aghajafari 
et al. 2018, Annweiler et al. 2011, Balion et al. 2012, Dickens et al. 2011, Grimm M. O. 
et al. 2016b, Lopes da Silva et al. 2014, Mangialasche et al. 2012, Owusu et al. 2018). 
Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass ein Vitamin D Defizit zu einer erhöhten Aβ-
Akkumulation, aufgrund einer Potenzierung der amyloidogenen APP-Prozessierung und 
einer gleichzeitig verringerten Aβ-Degradation, führt (Grimm M. O. et al. 2014).  
 
Trotz der steigenden – und kontrovers diskutierten – Bedeutung von Vitamin D ist 
immernoch wenig über den Zusammenhang von Vitamin D und der Lipidhomöostase 
bekannt. Daher wurden SH-SY5Y wt-Zellen für zwei Mal 12 Stunden mit 100nM 25-OH 
Vitamin D3 (Calcifediol) inkubiert und analog zu 4.1.2 massenspektrometrisch analysiert.  
 
Hierbei wurden die Lipidspezies der Phosphatidylcholine (PC aa), Phosphotidylcholin 
Plasmalogene (PC ae), Carnitine, lysierten Phosphatidylcholine und Sphingomyeline 
untersucht. 
 
Die Carnitine, Sphingomyeline und lysierten Phosphatidylcholine zeigten keine 





In der folgenden Tabelle ist die Auswertung der massenspektrometrisch erhobenen 
Daten der Phosphatidylcholine tabellarisch dargestellt. 
 
Einfluss von Vitamin D auf die PC aa 
 
 
Kontrolle Vitamin D   
Intensität % SEM % Intensität % SEM % p-Wert 
PC aa total 47,40 100,00 23,86 32,21 67,95 16,05 0,085 
PC aa saturiert 7,64 100,00 23,73 5,04 65,97 14,02 0,061 
PC aa 
unsaturiert 
38,00 100,00 24,00 26,03 68,49 16,45 0,091 
PC aa CX:1 22,50 100,00 24,86 15,60 69,33 17,52 0,111 
PC aa CX:2 11,46 100,00 22,63 7,87 68,68 15,68 0,081 
PC aa CX:3 1,93 100,00 23,86 1,25 64,74 14,36 0,059 
PC aa CX:4 1,37 100,00 24,89 0,88 64,19 14,68 0,061 
PC aa CX:5 0,56 100,00 26,95 0,32 58,07 10,94 0,034* 
PC aa CX:6 0,18 100,00 30,89 0,10 57,20 10,64 0,041* 
PC aa C20:0 0,01 100,00 11,67 0,01 76,81 10,55 0,040 
PC aa C24:0 0,01 100,00 48,32 0,01 50,59 9,52 0,095 
PC aa C26:0 0,04 100,00 38,87 0,02 52,30 5,59 0,054 
PC aa C28:0 0,26 100,00 25,82 0,16 62,94 11,97 0,049* 
PC aa C28:1 0,07 100,00 25,49 0,04 58,06 6,23 0,022* 
PC aa C30:0 2,25 100,00 25,04 1,46 65,22 14,67 0,067 
PC aa C30:2 0,15 100,00 27,22 0,09 62,07 10,73 0,048* 
PC aa C32:0 4,74 100,00 22,99 3,13 66,08 13,27 0,055 
PC aa C32:1 7,06 100,00 23,46 4,66 65,92 14,14 0,060 
PC aa C32:2 1,51 100,00 22,52 0,98 65,05 11,20 0,041* 
PC aa C32:3 0,14 100,00 26,28 0,08 57,60 7,16 0,025* 
PC aa C34:1 12,75 100,00 25,09 8,89 69,67 17,91 0,118 
PC aa C34:2 4,80 100,00 23,59 3,16 65,83 15,25 0,066 
PC aa C34:3 0,72 100,00 26,09 0,45 62,68 11,16 0,047 
PC aa C34:4 0,07 100,00 25,99 0,04 59,36 12,50 0,038 
PC aa C36:0 0,25 100,00 24,81 0,19 78,21 28,61 0,342 
PC aa C36:1 2,45 100,00 28,02 1,89 77,40 25,48 0,315 
PC aa C36:2 4,93 100,00 22,05 3,58 72,65 17,65 0,126 
PC aa C36:3 1,65 100,00 24,64 1,08 65,59 13,60 0,062 
PC aa C36:4 0,36 100,00 26,81 0,22 62,23 13,38 0,055 
PC aa C36:5 0,08 100,00 29,17 0,04 53,96 7,88 0,027* 
PC aa C36:6 0,03 100,00 23,08 0,02 59,66 10,26 0,025* 
PC aa C38:0 0,07 100,00 37,47 0,04 61,21 17,31 0,121 
PC aa C38:1 0,13 100,00 25,00 0,10 73,64 24,88 0,225 
PC aa C38:3 0,89 100,00 21,38 0,59 65,53 18,34 0,070 
PC aa C38:4 0,64 100,00 26,07 0,41 64,48 15,78 0,073 
PC aa C38:5 0,27 100,00 29,43 0,15 56,46 11,60 0,040* 
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PC aa C38:6 0,11 100,00 32,03 0,06 53,33 10,25 0,038* 
PC aa C40:0 0,02 100,00 25,07 0,01 59,40 14,90 0,042* 
PC aa C40:1 0,02 100,00 26,16 0,02 72,41 23,22 0,199 
PC aa C40:2 0,06 100,00 23,59 0,05 77,78 20,86 0,243 
PC aa C40:3 0,18 100,00 22,21 0,13 74,83 20,59 0,182 
PC aa C40:4 0,28 100,00 21,25 0,19 66,82 14,16 0,054 
PC aa C40:5 0,17 100,00 23,66 0,10 61,00 10,67 0,031* 
PC aa C40:6 0,12 100,00 32,44 0,07 55,86 11,06 0,048* 
PC aa C42:0 0,00 100,00 26,45 0,00 59,65 13,30 0,043* 
PC aa C42:1 0,01 100,00 10,11 0,01 79,43 20,22 0,172 
PC aa C42:2 0,01 100,00 27,64 0,01 73,21 21,70 0,208 
PC aa C42:4 0,03 100,00 19,04 0,02 67,93 17,48 0,068 
PC aa C42:5 0,04 100,00 21,11 0,03 63,96 14,55 0,043* 
PC aa C42:6 0,03 100,00 30,50 0,02 59,81 11,44 0,056 
PC aa C44:0 0,00 100,00 12,72 0,00 84,50 31,54 0,466 
PC aa C48:0 0,00 100,00 20,62 0,00 73,28 14,95 0,101 
 
Die erste Spalte denotiert die untersuchten Lipidspezies. Dabei wird werden die Anzahl 
der Kohlenstoffatome vor dem Doppelpunkt, die Anzahl der Doppelbindungen hinter 
dem Doppelpunkt angegeben. Spalte 2 und 5 zeigen die gemessene Intensität als 
absoluten Wert; Spalte 3 und 6 als relativen Wert. In Spalte 4 und 7 ist die 
Standardabweichung vom Mittelwert angegeben und in Spalte 8 der durch einen 
Student´s T-Test bestimmte p-Wert. Signifikante Ergebnisse wurden rot unterlegt. Es 
wurden jeweils 4 Proben untersucht. 
 
Die einzelnen Lipidextrakte wurden unter Beigabe eines Lipid-Standards gemessen und 
auf selbigen normiert. 
 
Die massenspektrometrische Auswertung der PC aa zeigt, dass einzelne Lipidspezies 
signifikant verändert sind. Interessanterweise konnte eine signifikante Reduktion der 
fünf- und sechsfach ungesättigten Fettsäuren in Zellen, die mit Vitamin D behandelt 
wurden, beobachtet werden. Die Effektstärke beträgt dabei 41,03% für fünffach 
ungesättigte Fettsäuren und 42,8% für sechsfach ungesättigte Fettsäuren. Neben den 
mehrfach ungesättigten Fettsäuren sind auch kurze, gesättigte Fettsäuren wie C20:0 
und C28:0 signifikant reduziert. Ebenfalls sind die Lipidspezies C30:2 und C32:2 
verändert. Dabei handelt es sich um kurze Lipide, die am ehesten aus C16:1, bzw. C14:1 
Fettsäuren bestehen. Einzelne signifikant veränderte Lipidspezies, die keiner Systematik 
folgen, sollten kritisch betrachtet werden, da die massenspektrometrisch detektierten PC 
aa der Vitamin D behandelten Zellen insgesamt um circa 30% reduziert sind und 




Einfluss von Vitamin D auf die PC ae 
  
Kontrolle Vitamin D   
Intensität % SEM % 
Intensitä
t 
% SEM % p 
PC ae total 72,23 100,0
0 
5,10 67,02 92,79 6,03 0,083 
PC ae saturated 6,96 100,0
0 
9,58 6,68 96,08 7,60 0,083 
PC ae unsaturated 65,30 100,0
0 
4,58 60,27 92,29 5,86 0,084 
PC ae CX:1 30,19 100,0
0 
10,33 28,45 94,24 6,87 0,103 
PC ae CX:2 17,75 100,0
0 
7,55 16,78 94,52 7,07 0,104 
PC ae CX:3 8,80 100,0
0 
4,48 8,14 92,50 4,31 0,113 
PC ae CX:4 4,36 100,0
0 
7,94 3,76 86,30 4,15 0,119 
PC ae CX:5 2,89 100,0
0 
8,65 2,17 75,00 3,61 0,107 
PC ae CX:6 1,31 100,0
0 
12,01 0,97 73,92 3,20 0,118 
PC ae C30:0 2,42 100,0
0 
14,09 1,86 76,72 6,25 0,051 
PC ae C30:1 0,86 100,0
0 
15,41 0,69 80,71 7,92 0,124 
PC ae C30:2 0,11 100,0
0 
20,49 0,07 60,69 4,13 0,022* 
PC ae C32:1 12,23 100,0
0 
14,93 9,68 79,18 7,29 0,138 
PC ae C32:2 2,14 100,0
0 
5,79 1,75 82,19 6,36 0,025 
PC ae C34:0 6,65 100,0
0 
9,32 5,18 77,80 8,70 0,114 
PC ae C34:1 28,48 100,0
0 
7,84 22,24 78,08 6,61 0,076 
PC ae C34:2 9,13 100,0
0 
8,35 7,55 82,68 4,76 0,101 
PC ae C34:3 1,54 100,0
0 
3,95 1,19 77,10 4,59 0,026* 
PC ae C36:0 1,49 100,0
0 
16,58 1,21 81,20 10,30 0,151 
PC ae C36:1 5,87 100,0
0 
14,26 4,77 81,38 9,53 0,249 
PC ae C36:2 9,14 100,0
0 
7,65 7,61 83,19 10,38 0,181 
PC ae C36:3 6,13 100,0
0 
6,56 4,72 76,93 5,30 0,095 
PC ae C36:4 1,99 100,0
0 
9,78 1,34 67,34 3,29 0,120 
PC ae C36:5 0,49 100,0
0 
4,61 0,31 64,29 2,47 0,077 
PC ae C38:0 0,48 100,0
0 
1,78 0,38 79,06 6,54 0,204 
PC ae C38:1 1,54 100,0
0 
5,47 1,30 84,54 13,07 0,342 
PC ae C38:2 2,68 100,0
0 
5,40 2,09 78,04 7,73 0,091 
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PC ae C38:3 4,87 100,0
0 
5,24 3,50 71,85 2,84 0,181 
PC ae C38:4 4,05 100,0
0 
6,44 2,76 68,05 4,00 0,138 
PC ae C38:5 2,75 100,0
0 
10,16 1,81 65,99 4,92 0,114 
PC ae C38:6 1,17 100,0
0 
11,15 0,74 63,70 2,46 0,140 
PC ae C40:0 0,84 100,0
0 
9,83 0,56 66,01 5,62 0,121 




0,18 0,22 75,52 3,01 0,126 
PC ae C40:2 0,58 100,0
0 
7,08 0,47 80,64 6,78 0,067 




3,96 1,43 81,17 6,54 0,155 
PC ae C40:4 2,68 100,0
0 
8,98 1,94 72,37 5,64 0,107 
PC ae C40:5 1,82 100,0
0 
9,88 1,14 62,96 3,68 0,110 
PC ae C40:6 1,02 100,0
0 
13,20 0,63 61,29 4,12 0,100 
PC ae C42:0 0,18 100,0
0 
12,10 0,11 62,53 6,54 0,057 
PC ae C42:1 0,14 100,0
0 
7,74 0,08 60,90 4,25 0,035* 
PC ae C42:2 0,15 100,0
0 
7,94 0,12 78,89 2,86 0,281 
PC ae C42:3 0,37 100,0
0 
0,52 0,31 82,50 7,78 0,298 
PC ae C42:4 0,27 100,0
0 
5,30 0,20 73,56 4,36 0,069 
PC ae C42:5 0,31 100,0
0 
1,02 0,23 74,66 7,28 0,241 
PC ae C44:3 0,04 100,0
0 
21,26 0,03 69,32 13,85 0,113 
PC ae C44:4 0,04 100,0
0 
16,57 0,03 75,48 17,98 0,152 




30,90 0,02 68,60 13,99 0,126 
PC ae C44:6 0,04 100,0
0 
6,54 0,03 87,24 7,71 0,104 
 
 
Die Auswertung der PC ae zeigt – kongruent zu den beobachteten Veränderungen der 
PC aa – eine verstärkte Reduktion fünf- und sechsfach gesättigter Fettsäuren, wobei 
dieser Trend keine Signfikanz erreicht. Interessanterweise ist die Lipidspezies C30:2 
analog zu den PC aa um 39,31% reduziert. Die Lipidspezies C30:2 setzt sich aus zwei 
C16:1 Fettsäuren, also Palmitoleinsäure, zusammen. 
 
Insgesamt suggierieren die dargestellten Daten, dass Vitamin D einen Einfluss auf das 
Lipidprofil und insbesondere die mehrfach ungesättigten Fettsäuren haben könnte. 
Bevor eine robuste Aussage getroffen werden kann, sollte die Hypothese durch weitere 





In dieser Arbeit wurde die bidirektionelle Wechselwirkung zwischen den APP-
prozessierenden Sekretasen und AICD sowie dem Lipidprofil insbesondere der 
Lipidspezies der Phosphatidylcholine und Phosphatidylethanolamine untersucht. 
 
5.1. Bedeutung und Funktion von AICD 
AICD wird durch die Prozessierung von α- und β-CTF durch die γ-Sekretase in das 
Zytosol freigesetzt (Ozaki et al. 2006). AICD spielt eine Rolle für physiologische 
Funktionen sowie in der Entwicklung, der synaptischen Plastizität und der Funktion 
verschiedener Rezeptoren (Cho et al. 2010, Kyratzi et al. 2015, Muller et al. 2007, Sabo 
et al. 2003). Es wird angenommen, dass überwiegend das AICD-Fragment, welches aus 
der proteolytischen Prozessierung von β-CTF durch die γ-Sekretase entsteht, eine 
genregulatorische Aktivität mediiert  (Turner et al. 2010).  Es wurde eine regulatorische 
Funktion von AICD in Bezug auf die Expression verschiedener Zielgene beschrieben 
(Konietzko 2012, Muller et al. 2013, Pardossi-Piquard and Checler 2012). 
 
Diese Wirkung auf die Gen-Expression wurde schon sehr früh postuliert, da markante 
Ähnlichkeiten zwischen der Prozessierung von APP und dem Notch-Rezeptor, einem 
weiteren Substrat der γ-Sekretase, beobachtet wurden (Sastre et al. 2001). Notch-
Proteine koordinieren Gewebe Homöostase durch Rezeptor-Liganden Interaktionen 
angrenzender Zellen (Wilson and Radtke 2006). In Analogie zu AICD wird bei der Notch-
Prozessierung auch eine Intrazelluläre Domäne (engl. „Notch intracellular domain“, 
NCID) in das Zytosol freigesetzt, welche anschließend in den Nukleus translokalisiert um 
dort in die Genregulation einzugreifen (Frykman et al. 2012, Kimberly et al. 2001, 
McLoughlin and Miller 1996, Weidemann et al. 2002).  
Der Notch-Rezeptor wird, in Analogie zu APP, ebenfalls durch ein RIP-System 
prozessiert: Die Ektodomäne des Typ-1 Transmembranrezeptor Notch wird an der S2-
Position von Proteasen der ADAM-Proteinfamilie proteolytisch gespalten, wodurch ein 
extrazelluläres Fragment sowie das membranständige Fragment NEXT (engl. „notch 
extracellular truncation“) entstehen (Kopan and Ilagan 2009, van Tetering and Vooijs 
2011). NEXT wird, ebenso wie AICD, innerhalb der Transmembrandomäne durch die γ-
Sekretase prozessiert (De Strooper et al. 1999).  
Diese RIP-Prozessierung führt zu der Freisetzung von NICD, welches zum Nukleus 
translokalisiert um dort über die Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren 
CBF1/Su(H)/Lag-1 seine Zielgene zu aktivieren (Christensen et al. 1996, Schroeter et 
al. 1998, Stifani et al. 1992).  
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Die Notch Signal-Kaskade ist in verschiedenen humanen Neoplasien dereguliert und 
daher Gegenstand aktueller Forschung (Goldshtein and Berger 2014, O'Neil et al. 2006, 
Weng et al. 2004). 
 
Die transkriptionelle Potenz von AICD wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Das 
präferierte Modell, das auch die Grundlage für diese Arbeit bildet, wird im Folgenden 
dargestellt. 
Es wird angenommen, dass vor allem AICD, das aus der Proteolyse von β-CTF resultiert, 
eine genregulatorische Bedeutung zukommt (Belyaev et al. 2010, Goodger et al. 2009). 
Turner et al. postulierten ein kontrovers diskutiertes Modell, in welchem die 
unterschiedliche genregulatorische Potenz der AICD-Fragmente, die entweder durch die 
amyloidogene oder die nicht-amyloidogene Prozessierung entstehen, in räumlichen 
Unterschieden begründet ist. Hiernach wird β-CTF primär durch die β- und γ-Sekretase 
in azidischen, intrazellulären Kompartimenten  prozessiert, während die nicht-
amyloidogene Prozessierung vor allem an der Zelloberfläche stattfindet und hier AICD 
freisetzt (Belyaev et al. 2010). AICD ist durch eine sehr kurze Halbwertszeit 
charakterisiert, welche durch die Wirkung von zelleigenen Proteasen und Enzymen wie 
IDE und Cathepsin B begründet wird (Edbauer et al. 2002, Nunan et al. 2003, Wang H. 
et al. 2015). Aufgrund dessen wird angenommen, dass an der Zelloberfläche 
freigesetztes AICD degradiert wird, bevor es den Nukleus erreichen kann, während das 
durch die Prozessierung von β-CTF freigesetzte AICD mit Fe65 interagieren kann und 
aufgrund der Nähe zum Nukleus eher in der Lage ist diesen zu erreichen  (Belyaev et 
al. 2010).  
 
AICD interagiert nach seiner Freisetzung in das Zytosol mit bestimmten 
Adapterproteinen, die über eine Phosphotyrosin-Bindedomänen (PTB) verfügen (Muller 
et al. 2013). Diese Interaktion wird durch das GYENPTY-Motiv, das in der AICD-
Sequenz in den C-terminalen 9 bis 14 Aminosäuren lokalisiert ist, realisiert (Borg J. P. 
et al. 1996b, King et al. 2003). Das GYENPTY-Motiv enthält eine NPXY-Sequenz; eine 
etablierte Sequenz, die für die Internalisierung von Membran-Proteinen sowie die 
Interaktion mit Adapterproteinen verantwortlich ist (Chen W. J. et al. 1990, Li Y. et al. 
2000).  
Ein weiteres Motiv ist das VTPEER-Motiv, welches vor allem mit Adapterproteinen der 
Fe65-Familie (Fe65, Fe65L1 und Fe65L2) interagiert (McLoughlin and Miller 2008, Suh 
et al. 2011).  
Ein weiterer Interaktionspartner des VTPEER-Motiv ist das dimerische Adapterprotein 




AICD wird durch zytoplasmatische Proteasen und IDE degradiert, wobei die AICD-
Degradation schneller abläuft als die AICD de novo Synthese (Edbauer et al. 2002).  
Es kann Komplexe mit Adapterproteinen bilden und so seine Halbwertszeit und Stabilität 
erhöhen. Cao und Südhof beschrieben 2001 erstmals die Formation des transkriptionell 
aktiven AFT-Komplexes, der sich aus AICD, Fe65 und Tip60 zusammensetzt (Cao X. 
and Sudhof 2001). Die Existenz und die Bedeutung des AFT-Komplexes konnte in 
späteren Studien bestätigt werden und es wurden weitere Adapter-Proteine, welche die 
transkriptionelle Potenz von AICD modifizieren, identifiziert (Minopoli et al. 2012, Muller 
et al. 2013, von Rotz et al. 2004).  
Es wurde beschrieben, dass AICD nach seiner Freisetzung in das Zytosol an die PTB2-
Sequenz des Adapterproteins Fe65 bindet und anschließend in den Zellkern transloziert 
(Cao X. and Sudhof 2001, Ermekova et al. 1998, Sabo et al. 2001). Dort kommt es durch 
die Interaktion mit der Histon-Acetyltransferase Tip60 zur Bildung des AICD/Fe65/Tip60-
Komplexes (Cao X. and Sudhof 2001, Kim S. Y. et al. 2007). Die Bedeutung von Fe65 
für die AICD-vermittelte Genregulation wird durch den Phenotyp von Fe65/Fe65L1 
Doppelknockout-Mäusen, welche dieselbe kortikale Dysplasie wie APP/APLP1/APLP2 
Dreifachknockout-Mäuse aufweisen, unterstrichen (Guenette et al. 2006). Die Interaktion 
von AICD mit Fe65 ist insofern besonders, als dass Fe65 sowohl mit dem VTPEER-
Motiv, dem GYENPTY-Motiv als auch der Schnittstelle zwischen den beiden Motiven 
interagiert, während die meisten anderen Interaktionspartner von AICD nur das 
GYENPTY-Motiv und die benachbarten Aminosäuren erkennen (Wild 2013).  
Neben AFT-Komplexen konnten auch Komplexe aus AICD/JIP1/Tip60 im Nukleus 
nachgewiesen werden, was eine Interaktion von AICD mit JIP1, einem Strukturprotein 
der JNK (c-Jun N-terminal kinase)-Kinase Kaskade, suggeriert (Scheinfeld et al. 2003, 
von Rotz et al. 2004). 
Alternativ zu Tip60 kann der Transkriptionsfaktor CP2/LSF/LBP1 an Fe65 binden und 
mit den Promotor-Regionen von potentiellen Zielgenen interagieren (Standen et al. 
2003, Zambrano et al. 1998).  
 
Das Protein Mediator Komplex subunit 12 (MED12) ist ein Bestandteil des eukaryoten 
Proteinaggregats Mediator, welches an der Initiation der Transkription beteiligt ist und 
eine Rolle in der kognitiven Entwicklung spielt (Philibert and Madan 2007, Shin C. H. et 
al. 2008).  
MED12 bindet in der Präsenz von AICD an Fe65 und vermittelt so eine direkte Interaktion 
des AFT-Komplexes mit der RNA Polymerase II (Kornberg 2005). Xu et al. konnten 2011 
zeigen, dass die Störung der AICD/MED12 Interaktion die AICD-Transkription sowie 
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Expression der Zielgene von AICD inhibiert (Xu et al. 2011). Dies impliziert MED12 als 
Bindeglied zwischen dem AFT-Komplex und dem DNA-abhängigen RNA-Polymerase II-
Kernkomplex (Xu et al. 2011). 
Es wurden ebenfalls Adaptorproteine beschrieben, welche eine inhibierende Wirkung 
auf die AICD-vermittelte Genregulation ausüben.  
Hierzu zählt MINT1 (engl. „neuronal Munc18-1-interacting protein 1“), das die APP-
Prozessierung und die Aβ40- und Aβ42-Sekretion reduziert (Mueller et al. 2000, Saito et 
al. 2008). Die Funktion von Mint1/X11α ist noch nicht vollständig verstanden, aber es 
wird angenommen, dass Mint1/X11α mit dem YENPTY-Motif interagiert und die zelluläre 
Prozessierung von APP inhibiert und somit Aβ40 sowie Aβ42 Level reduziert, indem es 
die Translokation von APP in Lipid-Rafts verhindert (Matos et al. 2012, Mueller et al. 
2000, Wang Z. et al. 2009). 
 
Es wurden insgesamt mehr als 20 Adaptorproteine beschrieben, die mit AICD 
interagieren und die Regulation von Zielgenen beeinflussen können. Zu diesen 
Zielgenen gehört unter anderem BACE1: AICD stimuliert die Transkription von BACE1 
und reguliert so die Verfügbarkeit von β-CTF (von Rotz et al. 2004). Neben BACE1 
stimuliert AICD auch die Transkription der Glycogen-Synthase-Kinase-3β (GSK-3β) 
(Kim H. S. et al. 2003). GSK3β phosphoryliert Tau und trägt so maßgeblich zu der 
übermäßigen Phosphorylierung von Tau im Kontext von AD bei (Lovestone et al. 
1994). Die Regulation von GSK3β durch AICD stellt daher einen Zusammenhang zu 
der Pathologie von AD da (Grimm M. O. et al. 2012b).  
 
AICD wird weiterhin in der Pathogenese von AD diskutiert. AICD-Transgene Mäuse 
zeigten AD-assoziierte Veränderungen wie eine Tauopathie, abnormale neuronale 
Aktivität, Gedächtnisstörungen und Neurodegeneration (Ghosal et al. 2016). 
Interessanterweise zeigten AICD-transgene Mäuse in Abwesenheit von endogenem 
Tau ein Wachstum der Hippocampus Vorläufer Zellen (HPC, engl. „Hippocampal 
progenitor cell“)  auf dem Niveau von Wildtyp-Mäusen (Ghosal et al. 2016).  
 
Eine Übersicht über die bekannten Gene, die von AICD reguliert werden, ist auf der 








Übersicht über AICD-regulierte Gene 





(Amyloid precursor protein) 
(von Rotz et al. 2004) 
↑ 
BACE 
(beta-site amyloid precursor protein 
cleaving enzyme) 
(von Rotz et al. 2004) 
↑ 
Tip60 
(Histone acetyltransferase KAT5) 
(von Rotz et al. 2004) 
↑ 
GSK3β 
(Glycogen synthase kinase 3 beta) 
(Ryan and Pimplikar 2005, 




(Baek et al. 2002, 
McLoughlin and Miller 








(Belyaev et al. 2009, Grimm 
M. O. et al. 2015, Grimm M. 
O. et al. 2013b) 
↑ 
CHOP/DDIT3 
(Antwort auf DNS-Schäden) 
(Takahashi et al. 2009) 
↑ 
PTCH1 
(Sonic Hedgehog Rezeptor) 
(Trazzi et al. 2011) 
↑ 
Tp53 
(Tumor protein 53) 
(Wang J. et al. 2014) ↑ 
(Nur zusammen mit TDP-43) 
p44 
(Verkürzte Form von Tp53) 




(Zhang Y. W. et al. 2007) 
↓ 
LRP1 
(“Low density lipoprotein receptor-
related protein 1”) 









Anders als die allgemein anerkannte transkriptionelle Funktion von NICD wird die 
Bedeutung von AICD für die Genregulation weiterhin kontrovers diskutiert. Dies ist in 
einer heterogenen Studienlage in Bezug auf AICD begründet. Widersprüchliche 
Ergebnisse können durch die Verwendung verschiedener Zell- oder Maus-Modelle oder 
durch die sehr kurze Halbwertszeit von AICD begründet sein (Muller et al. 2008). 
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten die Gen-regulatorische Wirkung von AICD auf 
zuvor postulierte Zielgene nicht reproduzieren (Hebert et al. 2006, Muller et al. 2008). 
 
Im Kontext dieser Arbeit wurde der Einfluss von AICD auf die Lipidhomöostase 
eukaryoter Zellen untersucht. Die Arbeitshypothese geht von einer AICD-abhängigen 
Veränderung der Lipidkomposition aus, die auf Gen-Ebene vermittelt wird. Es kommen 
zahlreiche Gene in Betracht, insbesondere Desaturasen, wie FADS1, FADS2, FADS3, 
FADS6, die an der Synthese von mehrfach ungesättigten Fettsäuren, wie auch DHA, 
beteiligt sind (Huang Y. S. et al. 2004). 
 
Hierfür wurden AICD-defiziente Zell-Modelle mit Wildtyp-Zellen oder mit AICD-
überexprimierenden Zellen verglichen. Die Zell-Modelle werden in 3.1.2 beschrieben. Es 
wurde eine Probe der Lipidkomposition des entsprechenden Zell-Modelles durch eine 
Lipidextraktion nach Bligh und Dyer gewonnen (Bligh and Dyer 1959). Die gewonnenen 
Lipidextrakte wurden Massenspektrometrisch analysiert (vgl. 3.6). 
 
In dieser Arbeit wurden Zell-Modelle untersucht. Daher sind unterschiedliche Lipidprofile 
auf Veränderungen auf der Protein- oder Gen-Ebene begründet und nicht in diätarischen 
Faktoren. 
5.2. Lipide und AD 
Ein Einfluss von Lipiden auf die Aβ-Synthese ist naheliegend, da die APP-
prozessierenden Sekretasen und APP selbst Transmembran-Proteine sind und somit 
durch die Lipid-Umgebung beeinflusst werden. Lipide und Proteine konstituieren den 
Großteil von Zellmembranen und beeinflussen die Aktivität von Membranproteinen 
(Keelan et al. 1997). Für zahlreiche Lipide wurde ein Einfluss auf die APP-Prozessierung 
demonstriert und es konnte gezeigt werden, dass Lipide die Quantität und die Länge der 
Aβ-Peptide, als auch ihre Aggregationsneigung beeinflussen (Ginsberg et al. 1993, 
Grimm M. O. et al. 2007, Grimm M. O. et al. 2016a, Grosgen et al. 2010, Hartmann et 





Abb. 46: Übersichtsdarstellung der in AD veränderten Lipide 
AD beeinflusst die Homöostase zahlreicher Lipidklassen. Umgekehrt beeinflussen aber auch verschiedene 
Lipide die Pathogenese von AD. Es ist von bidirektionalen Regulationsmechanismen auszugehen. 
Verändert nach Grimm et al. 2016 
 
Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass die Lipidkomposition in AD-Gehirnen verändert 
ist. Bereits 1992 demonstrierte Nitsch et al., dass sowohl die Phosphocholin- als auch 
die Phosphatidylethanolamin-Konzentration in Gehirnen von AD Patienten reduziert, 
während die katabolen Abbauprodukte der Lipide erhöht waren (Nitsch et al. 1992). Eine 
Verminderung bestimmter Phospholipide, insbesondere Phosphatidylethanolamin 
Plasmalogenen, konnte von weiteren Forschungsgruppen bestätigt werden (Han et al. 
2001, Mapstone et al. 2014).  
 
Lipide, insbesondere DHA, wurden in verschiedenen „Lipidomic“ Studien als Biomarker 
für die AD-Progression vorgeschlagen, was die Bedeutung des Lipidstoffwechels für die 
Alzheimer Erkrankung unterstreicht (Han et al. 2011, Meikle et al. 2014, Sato Y. et al. 




Die Literatur scheint sich einig, dass es Veränderungen des Fettstoffwechels in 
Assoziation mit AD gibt; die Art der Veränderungen ist aber äußerst uneinheitlich. Dies 
könnte darin begründet sein, dass sich Veränderungen des Lipidprofils je nach 
untersuchtem Hirnareal drastisch unterscheiden, so war die EPA-Konzentration in einer 
metabolomischen Studie im Cerebellum und im Gyrus temporalis inferior vermindert, 
während sie im Gyrus frontalis medius erhöht war (Snowden et al. 2017). 
 
5.2.1. Cholesterin und AD 
Cholesterin ist ein wichtiger Bestandteil zellulärer Membranen und relevant für die 
Entwicklung und Erhaltung neuronaler Funktion (Koudinov and Koudinova 2005, 
Pfrieger 2003). Das Gehirn ist das Cholesterin-reichste Organ des Menschen und enthält 
circa 25% des Gesamt-Cholesterins des Körpers (Hartmann et al. 2007). Der Großteil 
des zerebralen Cholesterins wird im zentralen Nervensystem synthetisiert, da 
Cholesterin die Blut-Hirn-Schranke nahezu nur in seiner oxidierten Form von 27-
Hydroxycholesterin und 24S-Hydroxycholesterin überwinden kann (Pardridge et al. 
1980, Shobab et al. 2005). Es wird angenommen, dass weniger als 1% des peripheren 
Cholesterins die Blut-Hirn-Schranke pro Tag überwinden kann und die Cholesterin 
Homeostase des zentralen Nervensystems somit autonom, aber nicht vollständig 
unabhängig vom Plasma-Cholesterin ist (Dietschy and Turley 2004).   
Die Cholesterin-Homeostase ist streng reguliert, wobei die 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA Reduktase (HMGR) eine Schlüsselposition einnimmt und die Formierung von 
Mevalonat katalysiert (Prabhakar et al. 1989).  
 
Epidemiologische Studien konnten Cholesterin als Risikofaktor für AD identifizieren und 
zeigten eine Korrelation zwischen einem erhöhten Cholesterin-Spiegel und einem 
früheren, durchschnittlichen Erkrankungsalter mit AD (George et al. 2004, Goldstein F. 
C. et al. 2008, Kivipelto et al. 2005, Pappolla et al. 2003).  
Zusätzlich wurde das ε4-Allel von ApoE als bedeutendster genetischer Risikofaktor für 
das familiär unabhängige Auftreten von AD identifiziert (Strittmatter et al. 1993). 
Homozygotie für das ε4-Allel von ApoE erhöht das relative Risiko für AD 15 bis 18-fach, 
das ε4-Allel von ApoE korreliert mit der Bildung von amyloidogenen Plaques und das 
durchschnittliche Erkrankungsalter sinkt stark (Buttini et al. 2002, Corder et al. 1993, 
Fryer et al. 2003, Hartmann et al. 2007). Das ε2-Allel wird hingegen als protektiv 
angesehen, während das ε3-Allel die häufigste Form darstellt (Corder et al. 1994, Kim J. 
et al. 2012, Strittmatter et al. 1994). Es ist hervorzuheben, dass ApoE, ein bedeutender 
Bestandteil von Low-density-lipoprotein (LDL) und very low-density-lipoprotein (VLDL), 
die Aufnahme dieser Lipoproteine in Zellen über die Bindung an ApoE-Rezeptoren, 
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insbesondere den LDL-Rezeptor, reguliert (Goldstein J. L. and Brown 2015). Die 
Relevanz von ApoE als genetischer Risikofaktor akzentuiert die Bedeutung von 
Cholesterin und Lipiden in der AD-Pathogenese. 
 
Zahlreiche Forschungsgruppen konnten zeigen, dass Cholesterin einen direkten 
Einfluss auf die AD-Pathogenese hat und so, zum Beispiel, die β- und γ-Sekretase 
abhängige Aβ-Synthese potenziert (Fassbender et al. 2001, Grimm M. O. et al. 2008, 
Grimm M. O. et al. 2013c, Simons et al. 1998, Zhang B. et al. 2004).  
Dies wird auch dadurch unterstützt, dass die amyloidogene Prozessesierung von APP 
durch die β- und γ-Sekretase präferenziell in sogenannten Lipidrafts, speziellen 
Bereichen in Zellmembranen, die sich durch einen hohen Gehalt an Lipiden, 
insbesondere Cholesterin, Sphingomyelinen und Glycosphingolipiden auszeichnen, 
erfolgt, während die Aktivität der α-Sekretase nicht in Lipid-Rafts stattfindet (Cordy et al. 
2003).  
Auf der Suche nach einer mechanistischen Erklärung für die beobachtete Cholesterin-
Sensitivität der Aβ-Synthese hat die Forschungsgrubbe um Ghribi den Effekt einer 
niedrig dosierten, langfristigen, Cholesterin-reichen Diät auf den neuronalen Cholesterin-
Gehalt, BACE1 und Aβ42 im Hippocampus von Hasen untersucht (Ghribi et al. 2006): 
Im Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigten die mit einer Cholesterin-reichen Diät 
gefütterten Tiere eine erhöhte Cholesterin-Konzentration im zentralen Nervensystem. 
Zudem wurde beobachtet, dass das Cholesterin sich zusammen mit BACE1 in Lipid-
Rafts anlagerte. Die erhöhte BACE1-Konzentration war mit einem Anstieg von sAPPβ, 
β-CTF und Aβ42 assoziiert (Ghribi et al. 2006).  
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass Cholesterin in der Lage ist APP und β-CTF zu 
binden, wodurch diese Proteine in die Cholesterin-reichen Mikrodomäne des Lipid-Rafts 
eingelagert und der amyloidogenen Prozessierung zugeführt werden (Barrett et al. 2012, 
Beel et al. 2010).  
 
Es ist auch hervorzuheben, dass Cholesterin die Dicke der Zellmembran modizifiert und 
so direkten Einfluss auf die Aktivität und Spezifität der γ-Sekretase nimmt; mit 
zunehmender Dicke der Zellmembran wurden präferenziell kürzere Aβ-Formen 
produziert, während die Anzahl der längeren Aβ-Formen abnahm (Winkler et al. 2012). 
Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass Cholesterin in der Lage ist mit der 
Phe19-Aminosäure von Aβ zu interagieren und zu der Formierung von β-Faltblättern und 
schließlich von toxischen Aβ-Oligomeren beitragen kann (Abramov A. Y. et al. 2011, 
Schneider et al. 2006, Zhou and Xu 2012). 
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Diese Daten deuten darauf hin, dass der Vermeidung einer Cholesterin-Akkumulation, 
bzw. einer Cholesterin-Senkung ein therapeutischer Nutzen in Bezug auf AD zukommen 
könnte. HMGR stellt daher ein interessantes therapeutisches Ziel in Bezug auf AD da. 
Die Inhbition von HMGR durch Statine führt zu einer drastischen Reduktion der 
Cholesterin-Level (Li D. Y. et al. 2001, Perchellet et al. 2009). Dieser therapeutische 
Ansatz für die Behandlung der AD wird durch die Ergebnisse verschiedener, 
epidemiologischer Studien unterstützt (Jick et al. 2000, Paris et al. 2002, Rockwood et 
al. 2002, Wolozin et al. 2000), wobei spätere Studien diese Daten nicht reproduzieren 
konnten (Cibickova et al. 2009, Feldman et al. 2010, Park I. H. et al. 2003).  
5.2.2. Fettsäuren und AD 
Fettsäuren unterscheiden sich durch die Kettenlänge ihrer Kohlenstoffatome und durch 
das Vorhandensein von Doppelbindungen. Gesättigte Fettsäuren verfügen über keine 
Doppelbindungen, während ungesättigte Fettsäuren mindestens eine Doppelbindung 
aufweisen. Fettsäuren mit mehreren Doppelbindungen werden als mehrfach 
ungesättigte Fettsäuren (engl. „polyunsaturated fatty acids“, PUFA) beschrieben. 
 
Das zentrale Nervensystem ist reich an PUFAs, insbesondere an Docosahexaensäure 
(DHA), welches mehr als 17% des Gewichtes der Gesamtheit aller Fettsäuren in den 
Gehirnen von erwachsenen Ratten ausmacht (Hashimoto et al. 2002).  
Es wird angenommen, dass AD mit der Oxidation von PUFAs assoziiert ist und es konnte 
ein Mangel an DHA und Arachidonsäure in Gehirnen, die von AD betroffen waren, 
beobachtet werden (Soderberg et al. 1991, Tully et al. 2003). Das wissenschaftliche 
Interesse war deshalb vor allem auf diese beiden PUFAs konzentriert. Aufgrund seiner 
Doppelbindungen ist DHA anfällig für oxidativen Stress (Sakai et al. 2017). 
DHA kann endogen aus Linolsäure (18:2, n–6, LA) oder α-Linolensäure (18:3 n−3, ALA) 
synthetisiert werden (Sprecher 1981). Die Konversionsrate von LA und ALA zu DHA liegt 
zwischen 1% bis 3% (Gibson et al. 2011, Huang Y. S. et al. 2004), sodass nur ein kleiner 
Anteil des Gesamt-DHAs vom Körper aus α-Linolsäure synthetisiert werden kann, 
während der Großteil durch die Nahrung, insbesondere durch den Verzehr von 
Fettfischen, wie zum Beispiel Lachs, zugeführt wird, bzw. zugeführt werden sollte 
(Pawlosky et al. 2001). 
 
Sowohl LA als auch ALA werden als essentielle, diätarische Fettsäuren bezeichnet, da 
sie im menschlichen Organismus nicht synthetisiert werden können und durch die 
Nahrung zugeführt werden müssen (Huang Y. S. et al. 2004).  
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ALA wird zunächst zu Stearidonsäure (18:4 ω−3) umgewandelt, welche anschließend 
zu Eicosatetraensäure (20:4 ω−3) durch Elongasen-Aktivität um zwei Kohlenstoffatome 
verlängert wird.  
Die enzymatische Aktvität der delta-5 Desaturase führt durch die Einführung einer 
Doppelbindung zu der Formation von Eicosapentaensäure (20:5 ω−3, EPA), welche 
anschließend durch weitere Desaturasen-Wirkung und β-Oxidation zu DHA 
umgewandelt werden kann, wobei nur ein sehr geringer Teil von unter 1% des DHAs 
endogen synthetisiert wird (Ferdinandusse et al. 2003, Ferdinandusse et al. 2001, 
Infante et al. 2002, Sprecher et al. 1999). 
 
Die FADS-Gene (engl. „Fatty acid desaturases“) kodieren Enzyme, die für die PUFA 
Synthese und Regulation verantwortlich sind (Nakamura and Nara 2004). Das humane 
Chromosom 11 enthält drei FADS-Gene, FADS1, FADS2 und FADS3, wobei FADS1 
auch als delta-5 Desaturase und FADS2 als delta-6 Desaturase bezeichnet wird 
(Nakamura and Nara 2004). Eine Delta Desaturase fügt eine Doppelbindung an einer 
bestimmten Position vom Carboxyl-Ende einer Fettsäure ein. 
Die Biosynthese von delta-4 desaturierten Docosanoid-Fettsäuren (also Fettsäuren mit 
22 Kohlenstoffatomen) erfordert die wiederholte enzymatische Aktivität des FADS2-
Enzyms: FADS2 führt eine delta-6 Desaturation an C:24 Fettsäuren im 
endoplasmatischen Retikulum durch, gefolgt von einer einfachen Beta-Oxidation in den 
Peroxisomen (Guillou et al. 2003, Park W. J. et al. 2009). H.G Park et al. konnten kürzlich 
demonstrieren, dass das FADS2 Genprodukt eine direkte delta-4 Desaturation von 
22:5n-3 zu 22:6n-3 (DHA) ermöglicht (Park H. G. et al. 2015). 
Weiterhin konnte aktuell gezeigt werden, dass FADS2 als delta-8 und delta-4 
Desaturase auf Palminsäure und 20-Kohlenstoffatom Fettsäuren wirkt (Guillou et al. 
2003, Park H. G. et al. 2015).   
FADS1 und FADS2 beeinflussen die Lipidkomposition und sind in diesem Kontext für 
diese Arbeit von Bedeutung (Park H. G. et al. 2015). 
 
DHA spielt eine wichtige Rolle für die neuronale Integrität, da es an der 
Neurotransmission, der Funktion von Ion-Kanälen, der synaptischen Plastizität sowie der 
Neurogenese beteiligt ist (Dagai et al. 2009, McNamara et al. 2016, Ozkan et al. 2016). 
In jungen Ratten führt die Nahrungsergänzung mit DHA zu einer Verbesserung der 
Leistungsfähigkeit des Gedächtnisses (Gamoh et al. 1999).  
DHA ist aufgrund seiner sechs Doppelbindungen anfällig für oxidative Vorgänge und es 
konnten erhöhte Konzentrationen von oxidierten DHA in AD-Gehirnen festgestellt 
werden (Montine and Morrow 2005, Sakai et al. 2017).  
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Dies lässt vermuten, dass DHA als Konsequenz der AD, bzw. durch oxidativen Stress 
oxidiert wird. Interessanterweise konnten diese Veränderungen aber auch in der 
Frühphase der Erkrankung beobachtet werden, was die Oxidation von DHA als bloße 
Folge der Alzheimer Erkrankung konterkariert und darauf hindeutet, dass DHA auch eine 
Rolle in der Pathogenese spielt (Markesbery et al. 2005).  Die Studienlage ist in Bezug 
auf die DHA-Konzentration in AD Gehirnen heterogen und es wurden sowohl 
Verringerungen als auch Erhöhungen der DHA-Konzentration berichtet (Nasaruddin et 
al. 2016, Stuart G. Snowden 2017). 
 
Tiermodelle und in vitro Experimente implizieren, dass eine erhöhte DHA-Aufnahme mit 
einem erniedrigten AD-Risiko assoziiert ist: in einem AD-Model an Ratten konnte DHA 
die Lernfähigkeit steigern (Hashimoto et al. 2006) und in APP-Schwedisch transgenen 
Mäusen konnte DHA-Supplementation die Aβ-Last im Hippocampus und im parietalen 
Cortex signifikant reduzieren (Lim G. P. et al. 2005).  
Diese Ergebnisse konnten durch einige epidemiologische Studien unterstützt werden.  
Im Rahmen der Rotterdam Studie wurde eine inverse Korrelation zwischen dem Verzehr 
von Fisch – und somit auch DHA – und dem Auftreten von Demenz beobachtet (Kalmijn 
et al. 1997). Dieser Effekt konnte aber nach einer längeren Laufzeit der Studie (6 Jahre 
zum Zeitpunkt der Studie) nicht mehr beobachtet werden und es wurde keine 
signifikanten Korrelationen bei den 5395 Probanden zwischen der Einnahme von 
bestimmten Fettsäuren bzw. Cholesterin und dem Auftreten von Demenz beobachtet 
(Engelhart et al. 2002). Aktuellere epidemiologische Studien konnten aber zeigen, dass 
die Zufuhr von Fisch und DHA einen protektiven Effekt in Bezug auf die Entwicklung 
einer Demenz aufweist (Barberger-Gateau et al. 2002, Morris et al. 2003). Weiterhin 
konnten zahlreiche Studien zeigen, dass die mediterrane Diät, die reich an Fisch und 
PUFAs ist, mit einem verringerten Risiko für die Inzidenz von MCI (Gardener et al. 2012, 
Roberts et al. 2010, Scarmeas et al. 2009) und AD (Gardener et al. 2012, Gu Y. et al. 
2010, Scarmeas et al. 2006) assoziiert ist. 
 
Eine aktuelle Cochrane-Metaanalyse, die 632 Patientin in drei Studien hoher 
methodischer Qualität inkludierte, hat den Einfluss von omega-3 PUFAs (vor allem 
Ecosapentaensäure und Docosahexaensäure) auf milde bis moderate AD über 6, 12 
und 18 Monate untersucht und keinen eindeutigen Einfluss von DHA auf die 
Verlaufsparameter oder die Lebensqualität von Demenz-Patienten feststellen können 




Protektive Effekte von DHA wurden hauptsächlich in Tiermodellen und präklinischen 
Studien beobachtet (Burckhardt et al. 2016). 
Der molekulare Mechanismus ist noch nicht vollständig geklärt. Dennoch konnte 
dargelegt werden, dass DHA die Aktivität der β- und γ-Sekretase dosisabhängig 
reduziert und so zu einer geringeren Aβ-Synthese führt und gleichzeitig den nicht-
amyloidogenen Weg stimuliert (Grimm M. O. et al. 2011c). Weiterhin konnte gezeigt 
werden, dass DHA die Aβ42 induzierte Toxizität in allen Zelllinien, die mit einem 
Viabilitäts-Assay gemessen wurden, reduzierte und zusätzlich die Integrität und Funktion 
von Endothel-Zellen des zentralen Nervensystem schützen konnte (Veszelka et al. 
2013).  
Eine typische westliche Diät, bei der ungefähr 40% gesättigte Fettsäuren und 1% 
Cholesterin aufgenommen werden, führte bei transgenen APP/PS1 Mäusen zu einer 
erhöhten Aβ-Akkumulation, während Mäuse, die mit DHA supplementiert wurden, 
verringerte Aβ-Konzentrationen präsentierten (Oksman et al. 2006). 
 
Zudem wurde beschrieben, dass DHA die Degradation von Aβ über eine 
Aktivitätssteigerung von IDE begünstigt (Grimm M. O. et al. 2016c). Zusätzlich führte 
DHA zu einer erhöhten ADAM17 Proteinstabilität und folglich zu erhöhten sAPPα-
Konzentrationen (Grimm M. O. et al. 2011c). 
Zahlreiche epidemiologische Studien deuten auf einen protektiven Effekt einer DHA-
Supplementation hin (Barberger-Gateau et al. 2002, Cole and Frautschy 2010, Cole et 
al. 2009, 2010, Morris et al. 2003).  
Die Bedeutung von DHA für AD wird durch zahlreiche Studien, die einen veränderten 
DHA-Gehalt in AD-Gehirnen und Patienten fanden, unterstrichen: Mehrere Studien 
beobachteten einen verringerten DHA-Gehalt in Hirngewebe von AD Patienten 
(Soderberg et al. 1991, Tully et al. 2003). Dieser Effekt konnte aber nur in einigen 
Hirnregionen repliziert werden (Cunnane et al. 2012). Wang et al. konnte eine verringerte 
Plasma-Konzentration von DHA sowie Stearinsäure zeigen (Wang D. C. et al. 2012). 
Eine weitere Studie demonstrierte ergänzend eine verringerte Stearin- und 
Arachidonsäuren Konzentration im Gehirn von AD Patienten, während sich aber kein 
Effekt für den durchschnittlichen DHA-Gehalt zeigte (Fraser et al. 2010). Eine aktuelle 
Studie, die Gas Chromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) nutzte, beobachtete 
hingegen eine erhöhte DHA-Konzentration von 47% und konterkariert die bisher 




Des Weiteren wurde beobachtet, dass Trans-Fettsäuren, also Fettsäuren, die über eine 
Trans-konfigurierte Doppelbindung verfügen, die amyloidogene Prozessierung 
potenzieren (Grimm M. O. et al. 2012a).  
Dies ist zum einen bedetusam, da der von industriell-zubereiteten Nahrungsmitteln 
geprägte, westliche Ernähungsstil reich an Trans-Fettsäuren ist und zum anderen, da 
sowohl Trans-Fettsäuren als auch DHA die Membranfluidität modifizieren: Die Trans-
Konfiguration von Fettsäuren verringert die Membranfluidität, während DHA die 
Membranfluidität erhöht.   
 
Qualitative Veränderungen der Lipidkomposition, insbesondere Verschiebungen des 
PUFA/SFA Verhältnisses, sind weniger gut erforscht.  
Dennoch konnte Nakada et al. zeigen, dass es zu signifikanten Veränderungen der n-6 
Fettsäuren im Kontext der Alzheimer Erkrankung kommt (Nakada et al. 1990). Die 18:2 
(n - 6) Fettsäuren waren erhöht, während 20:4 (n-6) und 22:4 (n-6) abnahmen. Nakada 
et al. postulierten in diesem Kontext Anomalien der delta-6 Desaturase (Nakada et al. 
1990). FADS2 codiert die delta-6 Desaturase (Nakamura and Nara 2004).  
Soderberg et al. untersuchte 1991 die Lipidkomposition von PCs und PEs und 
beobachtete, dass der Alterungsprozess die Lipidkomposition nicht veränderte, während 
in AD Gehirnen die Konzentration der saturierten Fettsäuren 14:0, 16:0 und 18:0 zunahm 
und die Konzentration der polyunsaturierten Fettsäuren 20:4, 22:4 und 22:6 abnahm 
(Soderberg et al. 1991). Diese Ergebnisse konnten in einer späteren Studie erhärtet 
werden. Guan et al. demonstrierte eine signifikante Abnahme der polyunsaturierten 
Fettsäuren und eine Verschiebung des Aldehyd Musters von 18:1 zu 18:0 (Guan et al. 
1999). Diese Veränderung war nur bei den Phosphatidylethanolamin Plasmalogenen zu 
beobachten (Guan et al. 1999). 
 
Grimm et al. demonstrierte 2011, dass AICD zu einer verringerten Expression der 
Serine-Palmitoyl-CoA Transferase (SPT) Untereinheit SPTLC2 führt (Grimm M. O. et al. 
2011b). SPTLC2 bildet die katalytische Untereinheit des SPT Heterodimers und reguliert 
die Aktivität der SPT und somit auch die Sphingolipid-Snythese (Grimm M. O. et al. 
2011b, Hojjati et al. 2005, Weiss and Stoffel 1997). 
5.2.3. Plasmalogene und AD 
Plasmalogene sind Etherlipide und stellen eine Unterklasse der Glycerolphospholipide 
da (Nagan and Zoeller 2001). Plasmalogene sind durch die Bindung eines Enolethers 




Mehr als 10% der Phospholipide des Gehirns gehören zur Klasse der Plasmalogene (H. 
Harper, Physiologische Chemie: Einführung in die medizinische Biochemie, 1975). 
Phospholipide regulieren den Cholesterin Metabolismus und es ist daher anzunehmen, 
dass sie an der AD-Pathologie beteiligt sind (Grimm M. O. et al. 2012b).  
Die Bedeutung der Plasmalogene in der AD-Pathogenese ist noch nicht vollständig 
geklärt.  
Dennoch konnte gezeigt werden, dass ein Plasmalogen-Defizit im Serum von AD-
Patienten mit der Schwere der Demenz-Erkrankung korreliert (Goodenowe et al. 2007) 
und dass Plasmalogene einen klinischen Prädiktor für die kognitiven Einschränkungen 
von AD-Patienten darstellen können (Wood et al. 2010).  Weiterhin zeichnen mehrere 
Studien das Bild einer AD assoziierten Verringerung der Plasmalogen-Konzentration 
(Han 2005, Han et al. 2001). Dieser Effekt ist besonders bei der Lipid-Spezies der 
Phosphatidylethanolamin Plasmalogene akzentuiert: Mehrere Studien beobachteten 
einen selektiven Abfall der  PE ae in Gehirnautopsien von AD Patienten (Gershfeld and 
Ginsberg 1995, Guan et al. 1999, Han et al. 2001, Wells et al. 1995). Han et al. berichtete 
2001 in einer Studie von einer dramatischen Verringerung der Plasmalogen-
Konzentration von bis zu 40 mol%  der Gesamtplasmalogen-Konzentration in der 
Substantia alba zu einem frühen Zeitpunkt der Alzheimer Erkrankung sowie einer 
Korrelation der Plasmalogen Defizienz mit der sogenannten CDR (engl „Clinical 
dementia ranking“) (Han et al. 2001).  
Weiterhin haben verschiedene Studien eine Reduktion der Plasmalogene in AD post 
mortem Gehirnen beobachtet (Grimm M. O. et al. 2011a, Marin et al. 2017, Wood et al. 
2015). 
 
Oxidativer Stress ist mit der AD-Pathogense assoziiert und führt zu einer vermehrten 
Oxidation von Plasmalogenen und vermindert so ihre Verfügbarkeit (Butterfield and 
Boyd-Kimball 2004, Markesbery 1999, Nunomura et al. 2006, Pappolla et al. 1996).  
Ebenso konnte eine Reduktion der Plasmalogene in Erythrozyten von Kindern, die an 
Trisomie 21 leiden, beobachtet werden, was eine Assoziation von APP und seiner 
Prozessierung mit den Plasmalogen nahelegt (Bueno et al. 2015, Cheng et al. 1988). 
  
Es konnte demonstriert werden, dass Plasmalogene und insbesondere ein erhöhtes 
Phosphatidylethanolamin-Plasmalogen zu Phosphatidylethanolamin Verhältnis zu einer 
reduzierten γ-Sekretase Aktivität führen (Onodera et al. 2015, Rothhaar et al. 2012). 
Mechanistisch ist dies in einer AICD-abhängigen Inhibition der Genexpression der 
Alkyldihydroxyacetonephosphate-Synthase (AGPS), die maßgeblich an der 
Plasmalogen Synthese beteiligt ist, begründet (Rothhaar et al. 2012).  
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Zahlreiche epidemiologische und Post mortem Studien konstatieren eine besondere 
Bedeutung der Phosphatidylethanolamine für die Pathologie von AD (Ginsberg et al. 
1995, Guan et al. 1999, Prasad et al. 1998, Soderberg et al. 1991, Wells et al. 1995). 
5.2.4. APP und die Lipid-Homöostase  
Es ist anzunehmen, dass nicht nur Lipide die APP-Prozessierung modifizieren, sondern 
auch APP und seine Spaltprodukte die Lipid-Homöostase beeinflussen.  
Erste Hinweise auf einen Einfluss der APP-Spaltprodukte auf die Lipid-Komposition 
wurden durch die Beobachtung, dass es in PS-defizienten Zellen zu einer Veränderung 
der Membran-Fluidität und der Lipid-Raft-Komposition kommt, gegeben (Grimm M. O. et 
al. 2006). Dies ist insofern interessant, als das Cholesterin ein wichtiger Regulator der 
Membranfluidität ist und so auf eine Beziehung zwischen Cholesterin und der Aktivität 
der γ-Sekretase hindeutet (Taylor and Smith 1980).  Grimm et al. hat 2007 einen 
negativen Feedback-Zirkel postuliert: Cholesterin stimuliert die Aktivität der γ-Sekretase 
und führt zu einer vermehrten Produktion von Aβ, während Aβ, insbesondere Aβ40, 
einen inhibitorischen Effekt auf die HMGC-Reduktase ausübt und so die Cholesterin-
Synthese reguliert (Grimm M. O. et al. 2005, Zinser et al. 2007). 
   
Aβ beeinflusst außerdem den Metabolismus von Sphingolipiden und von Gangliosiden. 
Es konnte gezeigt werden, dass Aβ42 einen direkten, aktivierenden Effekt auf die 
Sphingomyelinase hat, was zu einer verringerten Sphingomyelin-Konzentration führt 
(Grimm M. O. et al. 2005). Die Sphingomyelinase katalysiert die Spaltung der 
Phosphodiesterbindung von Sphingomyelin, wodurch Ceramide und Phosphorylcholin 
enstehen (Ago et al. 2006, Tomiuk et al. 2000).  
Ceramide werden als Mediator der AD-induzierten Apoptose diskutiert und eine erhöhte 
Aktivität der Sphingomyelinase führt zu einer erhöhte Konzentration der Ceramide (Jana 
and Pahan 2004, Jazvinscak Jembrek et al. 2015, Satoi et al. 2005). Interessanterweise 
sind Ceramide in der Lage die β-Sekretase zu stabilisieren, wodurch mehr Aβ42 
synthetisiert wird, was wiederum die Sphingomyelinase induziert und so – in Form einer 
positiven Rückkoppelung – die Ceramid-Konzentration erhöht (Lee J. T. et al. 2004b, 
Puglielli et al. 2003, Takasugi et al. 2015).  
Die Lipid-Spezies der Ceramide zeigt ebenfalls markante Veränderungen im Kontext von 
AD. Bereits 2002 wurde in (Han et al. 2002) von einer mehr als dreifachen Erhöhung der 
Ceramid-Konzentration in der Substantia alba von AD Patienten berichtet. 2004 
beobachteten Cutler et al. eine Akkumulation von lang-kettigen Ceramiden und 
Cholesterin in AD Gehirnen und postulierten in diesem Zusammenhang, dass Ceramide 
als Mediatoren von Apoptose und Neurodegeneration an der Pathogenese von AD 
beteiligt seien (Cutler et al. 2004).  
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Spätere Studien konnten die signifikante Zunahme der Ceramid-Konzentration 
bestätigen – insbesondere in der Frühform der Alzheimer Erkrankung (Han 2005). 
 
Neben Aβ ist die transkriptionelle Aktivität von AICD von Bedeutung für die 
Lipidhomöostase. Liu et al. konnten zeigen, dass die Abwesenheit von APP/APLP2 oder 
PS1/PS2 zu einer signifikanten Steigerung der Expression und Funktion von LRP1 (engl. 
„Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1“) führt (Liu Q. et al. 2007). Die 
Expression von LRP1 reguliert maßgeblich die ApoE- und Cholesterin-Konzentration 
(Liu Q. et al. 2007). Weiterhin konnte der beobachtete Effekt durch die Expression von 
AICD neutralisiert werden, was darauf hinweist, dass AICD für die Regulation von LRP1 
verantwortlich ist, was durch die Identifikation einer Interaktion zwischen AICD und dem 
Promoter von LRP1 akzentuiert wird (Liu Q. et al. 2007). AICD reguliert somit – über die 
Suppression der Transkription von LRP1 – Cholesterin und ApoE (Liu Q. et al. 2007).  
 
AICD beeinflusst weiterhin die Plasmalogen-Synthese über die transkriptionelle 
Regulation der Alky-Dihydroxyaceton-Phosphtase (AGPS) (Grimm M. O. et al. 2011d) 
und den Sphingolipid-Metabolismus über die Serin-Palmitoyl-Transferase (SPT) (Grimm 
M. O. et al. 2011b).  Der Effekt von AICD auf die AGPS konnte in dieser Arbeit bestätigt 
werden (vgl. 4.1.1.5). In Lipidextrakten AICD-defizienter Zellen war die Plasamlogen-
Konzentration signifikant im Vergleich zu Wildtyp-Zellen verringert. Ebenso wurde der 
Einfluss von AICD auf die SPT reproduziert: Die Ceramid-Konzentration war in den 
















5.3. Einfluss von AICD auf die Lipidkomposition 
5.3.1. Zusammenfassung der Ergebnisse der Massenspektrometrie 
 
Die Ergebnisse dieses Teils implizieren ein Modell in dem AICD über die Regulation der 
FADS die Synthese der PUFAs beeinflusst. Der PUFA/MUFA-Quotient der Lipidextrakte 
von MEF APPΔCT15- war im Vergleich zu den Lipidextrakten der MEF AWT-Zellen 
signifikant um 24% (p*** < 0,001) erhöht. Der PUFA/SFA-Quotient war ebenfalls um 28% 
(p*** < 0,001) erhöht. Dieser Effekt wurde ebenfalls in den Lipidextrakten von MEF ΔΔ 
mock-Zellen im Vergleich zu den Lipidextrakten von MEF ΔΔ C50-Zellen beobachtet. 
Die Veränderung des PUFA/MUFA- und PUFA/SFA-Quotienten betrug dabei 15% (p** 
< 0,01) und 12% (p** < 0,01) respektiv. Der PUFA/MUFA Quotient wurde für die PE ae 
der Lipidextrakte der MEF APPΔCT15-Zellen im Vergleich zu den MEF AWT-Zellen 
bestimmt und war um 8% (p* < 0,05) erhöht. Im Einklang mit dem Modell war der 
PUFA/SFA-Quotient in der Lipidspezies der PC aa auch um 15% (p* < 0,05) erhöht. 
Zusätzlich zeigten die Lipidextrakt der MEF ΔΔ mock-Zellen einen signifikant erhöhte 
PUFA/SFA und PUFA/MUFA Quotient von 33% (p*** < 0,001) und 26% (p < 0,001) 
respektiv im Vergleich zu den Lipidextrakten von MEF ΔΔ C50-Zellen. Um den Einfluss 
von AICD entsprechend des vorgeschlagenen Modells zu prüfen wurde der C22:6/18:1 
Quotienz in Lipidextrakten von MEF APPΔCT15-Zellen im Vergleich zu MEF AWT 
bestimmt. Da die Phosphatidylethanolamine den stärksten Effekt zeigten wurde in dieser 
Lipidspezies der Omega-3/Omega-6 Index bestimmt. Der Omega-3/Omega-6 Index war 
um 7% (p*** > 0,001) in den Lipidextrakten der MEF APPΔCT15-Zellen im Vergleich zu 
den Lipidextrakten der MEF AWT-Zellen erhöht. Ebenso war DHA in den Lipidextrakten 
der MEF APPΔCT15-Zellen um 63% (p < 0,01) im Vergleich zu den Lipidextrakten der 
MEF AWT-Zellen erhöht. Die Ergebnisse stehen im Einklang einer AICD-abhängigen 
Regulation der PUFA Synthese.  
 
Es wurde bereits publiziert, dass AICD den Ceramid-Level verändern kann. Um dies zu 
bestätigen wurden die Gesamt Ceramide in den Lipidextrakten von MEF APPΔCT15-
Zellen massenspektrometrisch analysiert und mit den Lipidextrakten von MEF AWT-
Zellen verglichen. Die Ceramid-Konzentration war um 265% (p*** < 0,001) in dem AICD-
defizienten Zellmodell erhöht. Neu ist, dass dieser Effekt auch in den Lipidextrakten der 
retransfizierten MEF ΔΔ mock- im Vergleich zu den MEF ΔΔ C50-Zellen reproduzierbar 
ist. Die Effektstärke beträgt hierbei 136% (p*** < 0,001). 
Außerdem wurde gezeigt, dass in dem verwendeten AICD-defizienten Zell-Modell der 
MEF APPΔCT15-Zellen die Summe der PC ae um 24% (p* < 0,05) im Vergleich zu 
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Wildtyp-Zellen reduziert ist. Dieser Effekt von AICD auf die Plasmalogene wurde bereits 
publiziert und konnte bestätigt werden. 
 
Die Ergebnisse sind im Folgenden tabellarisch zusammengenfasst. 
 
Lipidspezies 
Lipidextrakt von MEF APPΔCT15-Zellen  





PUFA/MUFA +24% *** 
PUFA/SFA +28% *** 
(PUFA/MUFA +15% ** 
PUFA/SFA +12% **  









PUFA/SFA +15% *  
PC ae 
 
PUFA/SFA +33% ** 
(PUFA/MUFA +26% *  






PE aa DHA 
 
PE aa DHA +63% ** 
 
 
PE aa  
Omega-3/Omega-6 Index 
 
PE aa  





Ceramide +265% ***  
(Ceramide +136% ***  
in MEF ΔΔ mock gegen MEF ΔΔ C50) 
 
 
Summe PC ae 
 
Summe PC ae -24% * 
 
 
5.3.2. Die Lipidkomposition im Kontext der AD 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein erhöhter PUFA/MUFA und PUFA/SFA Quotient in 





Die Effekte zeigen Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien. MEF ΔΔ C50 
überexprimieren AICD. Die Verwendung eines Vektors erlaubt zum einen ein Zellmodell 
mit einer erhöhten AICD-Expression zu studieren, zum anderen kann eine dahingehend 
veränderte Expression aber auch den Transport und die Sortierung von AICD stören. 
Das Zellmodell der MEF APPΔCT15-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen zeigte 
stärkere Effekte als die retransfizierten Zellen. Die Funktionalität von AICD im MEF ΔΔ 
C50-Zellmodell sollte durch weitere Experimente überprüft werden.  
 
Verschiedene Arbeiten beobachteten eine Verschiebung der Lipidkomposition zu den 
saturierten Fettsäuren, bzw. eine Abnahme der PUFAs im Kontext von AD (Guan et al. 
1999, Nakada et al. 1990, Soderberg et al. 1991).  
Es wurden verschiedene Erklärungen für diesen Effekt diskutiert, unter anderem eine 
verstärkte Oxydierung der Fettsäuren sowie eine Dysregulation der Desaturasen 
(Moreira et al. 2007, Nakada et al. 1990, Nunomura et al. 2006, Perry et al. 2002).  
Die Bedeutung von AICD für die Lipidhomöostase wurde in in vivo noch nicht erforscht. 
Die beschriebenen Effekte deuten dennoch auf eine Bedeutung von AICD für die 
zelluläre Lipidkomposition als auch für die Pathogenese der AD hin und fordern zu 
weiterer Forschung auf. Es ist ebenfalls bemerkenswert, dass insbesondere die 
Lipidspezies der Phosphatidylethanolamine markante Veränderungen zeigt.  
Zahlreiche epidemiologische und Post mortem Studien konnten ebenfalls 
Veränderungen dieser Lipidspezies im Kontext von AD beobachten und betonen die 
Bedeutung der Phospatidylethanolamine für die AD Pathologie (Ginsberg et al. 1995, 
Guan et al. 1999, Prasad et al. 1998, Soderberg et al. 1991, Wells et al. 1995). Die 
Veränderung des PUFA/SFA-Quotienten war in dieser Arbeit besonders bei den 
Phosphatidylethanolaminen akzentuiert, während die Phosphatidylethanolamin 
Plasmalogenen nur in einer Zellreihe einen Effekt zeigten. Guan et al. beobachtete einen 
verändertes PUFA-Profil hingegen vorrangig  in der Lipid-Spezies der 
Phosphatidylethanolamin Plasmalogenene (Guan et al. 1999). Diese Diskrepanz ist 
wahrscheinlich dem Fakt geschuldet, dass es sich bei derartigen Autopsiestudien um in 
vivo Studien handelt, deren Ergebnisse grundsätzlich nicht auf die hier dargestellten in 
vitro Ergebnisse übertragbar sind. Zum anderen kann dieser Effekt dadurch erklärt 
werden, dass Aβ42 durch direkte Interaktion die AGPS und somit die Plasmalogen de 
novo Synthese stimuliert (Grimm M. O. et al. 2011d). Die in dieser Arbeit verwendeten 
Zellmodelle untersuchen den Effekt von AICD, nicht aber von Aβ. Im Rahmen der 
Pathogense von AD ist die Plasmalogen Synthese unter anderem durch eine 
dysregulierte Aβ-Homöostase aber auch durch andere Mechanismen wie oxidativen 
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Stress gestört (Braverman and Moser 2012). Diese Effekte werden im gewählten 
Zellmodell nicht abgebildet. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit soll der folgende Mechanismus diskutiert werden. 
Im Kontext der AD-Pathogense kommt es regelmäßig zu einer Dysregulation der APP-
Prozessierung und gegebenenfalls zu einer Potenzierung der amyloidogenen 
Prozessierung (Haass et al. 2012, Selkoe et al. 1996), wodurch verstärkt genwirksames 
AICD anfällt (Turner et al. 2010).  
AICD übt einen inhibitorischen Effekt auf die Desaturasen, insbesondere FADS1 und 
FADS2 aus. Als Konsequenz der verminderten Desaturasen-Aktivität kommt es zu einer 
Veränderung der Lipidkomposition und einer Abnahme des PUFA/MUFA- bzw. 
PUFA/SFA-Quotienten vor Allem in der Lipidspezies der Phosphatidylethanolamine. 
Es ist aber auch zu bemerken, dass die Ätiologie der AD multifaktoriell ist und nicht jede 
AD Erkrankung mit einer potenzierten amyloidogenen Prozessierung einhergeht. 
Familiäre Formen, insbesondere die Presenilin-Mutationen, gehen oftmals mit einer 
verringerten Aktivität der γ-Sekretase und einer Verschiebung des Aβ42/40 Quotienten 





abhängigen Modifizierung der 
Lipidkomposition:  
AD ist durch eine dysregulierte 
APP-Prozessierung und eine Aβ 
Akkumulation gekennzeichnet. 
Durch die amyloidogene 
Prozessierung fällt vermehrt 
genwirksames AICD an. Dieses 
genwirksame AICD inhibiert die 
Genexpression der FADS. 
Hierdurch kommt es zu einer 
veränderten, bzw. gesättigteren 
Lipidkomposition. Die Lipidpszies 
der Phosphatidylethanolamine ist 











Neben einer Veränderung der Fettsäuren wurde eine signifikante Steigerung der 
Ceramid-Konzentration in AICD-defizienten Zellen beobachtet.  
Ceramide werden im Kontext von AD als Mediatoren von Apoptose und 
Neurodegeneration diskutiert (Cutler et al. 2004, Puglielli et al. 2003, Satoi et al. 2005) 
und es wurde eine Zunahme der Ceramid-Konzentration in AD-Gehirnen beobachtet 
(Filippov et al. 2012, Han 2005).  
 
Die in dieser Arbeit deutlich erhöhten Ceramid-Spiegel AICD-defizienter Zellen können 
mechanistisch durch ein Wegfallen der inhibitorischen Wirkung von AICD auf die 
Expression von SPTLC2, einer Untereinheit der Serin-Palmitoyl-CoA Transferase, 
erklärt werden (Grimm M. O. et al. 2011b). Die Serin-Palmitoyl-CoA Transferase (SPT) 
spielt eine entscheidende Rolle in der de novo Synthese von Sphingolipiden, wie auch 
Ceramiden (Grimm M. O. et al. 2011b, Hojjati et al. 2005). 
 
Der Annahme folgend, dass AICD die Ceramid-Synthese inhibiert und es bei AICD-
Defizienz zu einer erhöhten Konzentration von Ceramiden kommt, wäre zu erwarten, 
dass im Kontext der AD-Pathologie durch eine Potenzierung der amyloidogenen 
Prozessierung vermehrt genwirksames AICD anfällt und es zu einer Abnahme der 
Ceramid-Konzentration kommt. Dies wird aber durch die Literaturlage konterkariert.  
 
 
Abbildung 48: Vereinfachte Darstellung der Ceramid de novo Synthese.  
L-Serin und Palmitoyl-CoA werden durch die SPT zu 3-Dehydrosphinganin kondensiert. 3-
Dehydrosphinganin wird anschließend durch die 3-Dehydrosphinganinreduktase zu Sphinganin reduziert. 
Sphinganine werden anschließend durch die Wirkung der Ceramid-Synthase und verschiedenen 
Reduktasen zu Ceramiden transfomiert. SPT limitiert die Synthese der Ceramide. SPTLC2 ist eine 
Untereinheit der SPT. AICD inhibiert SPTLC2 und reduziert die Menge an synthetisierten Ceramiden. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass Ceramide einen direkten Effekt auf die β-Sekretase 
haben und in der Lage sind diese zu stabilisieren (Kim M. et al. 2016, Puglielli et al. 2003, 
Xing et al. 2016). Eine mögliche Erklärung für die erhöhte Ceramid-Konzentration in AD-
Gehirnen ist eine direkte Aktivierung der Sphingomyelinase durch Aβ-Oligomere und Aβ-
Fibrillen (Grimm M. O. et al. 2005, Puglielli et al. 2003).  
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Weiterhin konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass oxidativer Stress, wie er 
auch in der AD-Pathologie vorkommt, zu einer Aktivierung der Sphingomyelinase führen 
kann (Dotson et al. 2015, Jana and Pahan 2004, Panchal et al. 2014).   
Eine Inhibierung der Sphingomyelinase durch AICD in diesem Kontext könnte auf einen 
Homöostase-Mechanismus hinweisen: Im Rahmen der AD-Pathologie kommt es durch 
oxidativen Stress und eine Aβ-induzierten Aktivitätssteigerung zu einem vermehrten 
Anfall von Ceramiden.  
Genwirksames AICD, das vermehrt über die amyloidogene Prozessierung entsteht, 
inhibiert hingegen die Sphingomyelinase und verschiebt die Ceramid-Konzentration zu 
einem physiologischeren Niveau.  
 
Es ist auch abermals anzuführen, dass hier Erkenntnisse aus in vivo Studien mit in vitro 
Studien konfrontiert werden und dass zahlreiche Faktoren, wie beispielsweise 
Ernährungsgewohnheiten oder Komorbiditäten, nicht angemessen berücksichtigt und 
beurteilt werden können. 
Die Rolle der Ceramide in der AD-Pathogenese ist unsicher (Grimm M. O. W. et al. 
2017b). Es bedarf weiterer Forschungsanstrengung um eine robuste Aussage treffen zu 
können. 
 
5.4. Einfluss von Lipidextrakten auf die APP-prozessierenden 
Sekretasen 
Lipide sind von kritischer Bedeutung für die Integrität und das Überleben von Zellen und 
Lebewesen. 
Sie erfüllen zahlreiche Funktionen. Lipide, insbesondere Triglycerid-Ester und Sterol-
Ester, dienen als Energiespeicher, sie formen die Matrix zellulärer Membranen, 
beeinflussen die Genexpression und die Funktion von Membranproteinen oder agieren 
als Erst- oder Zweit-Bote (Calderon et al. 1995, van Meer et al. 2008).  
 
Lipide können anhand ihrer Kopfgruppe, aber auch an ihrer Länge und ihrem 
Sättigungsgrad klassifiziert werden. Die Länge und der Sättigungsgrad einer Fettsäure 
beeinflusst ihre physikalischen Eigenschaften, wie die Van-der-Waals-Kräfte und den 
Schmelzpunkt. Lipide, die in einer Membran inkorporiert sind, beeinflussen sowohl die 
Membranfluidität als auch die Funktion und Stabilität nahezu aller Membranproteine 
(Tonelli et al. 1995, van Meer et al. 2008, Zavodnik et al. 1997). 
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Fettsäuren werden in gesättigte, wenn sie keine Doppelbindung aufweisen, und 
ungesättigte Fettsäuren, wenn sie eine oder mehr Doppelbindungen aufweisen, 
unterteilt.  
 
Phospholipide sind phosphorhaltige Lipide, die den Großteil der Lipidkomposition in 
eukaryotischen Membranen ausmachen. Sie setzen sich aus einer hydrophilen 
Kopfgruppe und zwei hydrophoben Kohlenwasserschwänzen zusammen und lassen 
sich in zwei Untergruppen unterteilen:  
Phosphoglyceride sind Glycerolipide mit dem dreiwertigen Alkohol Glycerin als 
Grundgerüst, während Sphingomyeline phosphorhaltige Sphingolipide mit Sphingosin 
als Grundgerüst sind. 
 
Weiterhin existieren sogenannte Plasmalogene, die sich von Phosphoglyceriden 
dadurch unterscheiden, dass sie am C1-Atom des Glycerins statt einer Fettsäure einen 
ungesättigten Alkohol binden. 




Abbildung 49:  Darstellung verschiedener Phospholipide  
A: Struktur der Phosphoglyceride Phosphatidylcholin (oben) und Phosphatidylethanolamin (unten).  
B: Struktur von Sphingomyelin. 
In Klammern ist die Länge und Sättigung der jeweiligen Fettsäure angegeben.  
Verändert nach Blesso 2015 (Blesso 2015) 
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Phosphoglyceride sind durch ihre Kopfgruppe, die durch die Bindung eines Alkohols an 
die Phosphorsäure entsteht, charakterisiert. Prinzipiell werden Phosphatidylcholin, 
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol, Sphingocholine und 
Glycolipide unterschieden, wobei Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin 
(PE) die häufigsten Kopfgruppen repräsentieren (Kadowaki and Grant 1995, Lim S. Y. 
and Suzuki 2000).  
PCs werden über den sogenannten Kennedy-Reaktionsweg aus Cholin und 1,2-
Diacylglycerol gebildet (Kennedy and Weiss 1956). 
Lipide machen 37% des Trockengewichtes von Neuronen aus, wobei sich dieses 
Trockengewicht auf 15.4% Cholesterin, 4.8% Galactolipide und 57.1% Phospholipide 
verteilt (Calderon et al. 1995). 
 
Die Verteilung der Phospholipide wird in der folgenden Tabelle dargestellt. 
 
Lipidkomposition in eukaryotischen Zellmembranen von Neuronen (Calderon et 
al. 1995) 









Sowohl APP als auch die APP-prozessierenden Sekretasen sind transmembran 
Proteine und ein Einfluss der unmittelbaren Lipidumgebung auf die Prozessivität scheint 
naheliegend (Grziwa et al. 2003). Diese Prämisse konnte in zahlreichen Studien 
bestätigt werden und die aktuelle Studienlage wird in 5.2 dargestellt.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls der Effekt der Lipidumgebung auf die APP-
Prozessierung untersucht. 
 
Die Lipidextrakte von MEF AWT und MEF APPΔCT15-Zellen als auch von MEF ΔΔ C50 
und MEF ΔΔ mock-Zellen zeigten einen Einfluss auf das Gesamt-Aβ (4.2.1), als auch 
auf sAPPβ (4.2.2). Die Lipidextrakte AICD-defizienter Zellen führten hierbei zu einer 
signifikanten Reduktion des Gesamt-Aβ und von sAPPβ. 
Dieser Effekt konnte durch die Inkubation eines Lipidextraktes, der durch die Inkubation 
von APPΔCT15-Zellen mit AICD50 gewonnen wurde, reproduziert werden (4.2.1.3).  
Weiterhin führte die Inkubation von lebenden Zellen mit den AICD-defizienten 
Lipidextrakten zu einer signifikant verringerten Aktivität der β- und der γ-Sekretase im 
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Vergleich zu einer Lösungsmittel-Kontrolle, bzw. einem Lipidextrakt nicht AICD-
defizienter Zellen (4.2.6).  
Dieser Effekt konnte ebenfalls auf PNFs demonstriert werden (4.2.7).  
Es konnte kein signifikanter Einfluss der Lipidextrakte auf die Expression der Gene, die 
unmittelbar an der APP-Prozessierung beteiligt sind beobachtet werden (4.2.8).  
Ein Einfluss der Lipidextrakte auf die Aβ-Degradation konnte nicht demonstriert werden 
(4.2.3). 
Die dargestellten Ergebnisse implizieren eine direkte Modifizierung der APP-
prozessiernden Sekretasen durch die eingesetzten Lipidextrakte.   
 
Wie bereits beschrieben, weisen die Lipidextrakte AICD-defizienter Zellen ein 
verändertes Lipidprofil mit einem erhöhten PUFA-Anteil auf. 
Die Inkorporation von PUFAs in zelluläre Membranen kann zelluläre Funktionen durch 
die Beeinflussung physikalischer Eigenschaften modifizieren (Grimm M. O. et al. 2013c, 
Hibbeln et al. 2000, Shie et al. 2002). Die Fähigkeit bestimmter Fettsäuren die Membran-
Eigenschaften zu verändern hängt von ihrem Sättigungsgrad, ihrem Trans/Cis-
Quotienten und ihrer Länge ab (Lapshina et al. 1995, Yang X. et al. 2011, Zavodnik et 
al. 1997). So konnte beispielsweise demonstriert werden, dass eine Diät reich an DHA 
die Membranfluidität von Neuronen und anderen Zellen erhöhen kann (Fukaya et al. 
2007, Horrocks and Farooqui 2004). 
 
Abbildung 50: Die Doppellipidschicht: Effekt von ungesättigten Fettsäuren.  
Die Inkorporation von ungesättigten Fettsäuren in eine Doppellipidschicht, wie sie in zellulären Membranen 
vorkommt, führt zu einer erhöhten Membranfluidität. Die Doppelbindungen führen zu einem „Knick“ in der 
Kohlenstoffkette; die Van der Waals Kräfte werden reduziert und die Lipidschicht wird flexibler (Rawicz et 
al. 2000). 
Verändert nach Wikipedia: Lipid Bilayer 
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Die Integration von PUFAs in zelluläre Membrane bedingt eine erhöhte Membranfluidität 
sowie eine verringerte Membrandicke (Hashimoto et al. 1999, Yehuda et al. 2002).  
Weiterhin wurde berichtet, dass PUFAs in der Lage sind membrangebundenes 
Cholesterin und die Cholesterin de-novo Synthese über eine Inhibierung der HMGCR  
zu reduzieren (Grimm M. O. et al. 2008, Yehuda et al. 2002).  
In einem Mausmodell Aβ-induzierter kognitiver Dysfunktion zeigte eine DHA-
Supplementierung eine signifikante Verbesserung der Gedächtnis- und Lernfunktion der 
entsprechenden Mäuse (Hashimoto et al. 2002). Erst kürzlich konnte demonstriert 
werden, dass EPA und DHA die Aβ-Degradation über einen Einfluss auf das Insulin-
degradierende Enzym potenzieren (Grimm M. O. et al. 2016c). 
 
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass DHA über einen pleiotropen Mechanismus 
die Aβ-Synthese inhibiert (Grimm M. O. et al. 2011c, Grimm M. O. et al. 2013c, Holmes 
O. et al. 2012). DHA steigert die nicht-amyloidogene APP-Prozessierung über eine 
erhöhte ADAM17 Proteinstabilität und einen direkten Effekt auf die Aktivität der α-
Sekretase und reduziert gleichzeitig die Enzymaktivität der β- und γ-Sekretase über 
einen direkten Mechanismus, während die Genexpression von BACE1 und PS1 
unverändert blieb (Grimm M. O. et al. 2011c, Sahlin et al. 2007).  
Sowohl für DHA als auch für EPA konnte ein aktivitätssteigernder Einfluss auf die α-
Sekretase demonstriert werden (Grimm M. O. et al. 2013c).  
DHA wird schnell in Zellen, insbesondere Phospholipide der Plasmamembran sowie 
Mitochondrien inkorporiert, wobei DHA präferenziell zu Phosphatidylethanolamin 
esterfiziert wird, während nur ein geringer Teil in andere Phospholipide verstoffwechselt 
wird (Emmelot and Van Hoeven 1975, Robinson et al. 1993, Tahin et al. 1981).  
 
Die Forschungsgruppe um Holmes untersuchte 2012 die Effekte von verschiedenen 
Phospholipiden auf die γ-Sekretase. In dieser Arbeit wurde die Aktivität purifierter γ-
Sekretase auf Lösungsmittel-freien Lipid-Vesikeln untersucht und es konnte gezeigt 
werden, dass eine erhöhte Fettsäurenlänge die Aktivität der γ-Sekretase erhöht und 
gleichzeitig den Aβ42/Aβ40-Quotienten reduziert (Holmes O. et al. 2012). In diesem 
Kontext konnte ebenfalls demonstriert werden, dass die Inkorporation von 
Arachidonsäure (PC 20:4) zu einer signifikanten Reduktion der gemessenen Aβ40- 
Konzentration von 30% führt (Holmes O. et al. 2012). Arachidonsäure ist eine Omega-6 
Fettsäure. Die Behandlung der Vesikel mit 50μM DHA führte ebenfalls zu einer 
signifikanten Reduktion der Aβ40-Konzentration (Holmes O. et al. 2012). 
Interessanterweise führte die Behandlung mit Arachidonsäure zu einer circa 40% 
Erhöhung des Aβ42/Aβ40-Quotienten bei einem p ≤ 0,001, während die Behandlung mit 
149 
 
DHA nur zu einer dezenten Erhöhung des Quotienten führte bei einem p ≤ 0,05 (Holmes 
O. et al. 2012). Es ist zu unterstreichen, dass in dieser Studie Lipidkonzentrationen von 
50μM verwendet wurden, während in der hier dargestellten Arbeit 10μM eingesetzt 
wurden. Der beobachte Effekt der Arachidonsäure als Omega-6 und von DHA als 
Omega-3 Fettsäure unterstützt das Modell, dass Omega-3 Fettsäuren in Hinblick auf AD 
protektiv wirken und die kognitive Leistung verbessern (Chhetri et al. 2018, Coley et al. 
2018, Sakai et al. 2017). 
Diese Ergebnisse sind außerdem bemerkenswert, als dass die beobachteten Effekte 
ungefähr dieselbe Effektstärke aufweisen, wie sie in dieser Arbeit für die eingesetzten 
Lipidextrakte im Kontext der γ-Sekretase beobachtet wurden. Ferner ist die Erhöhung 
des Aβ42/Aβ40-Quotienten durch die Behandlung mit Arachidonsäure und zu einem 
geringeren Maß durch DHA von Bedeutung, da dies eine negative Konsequenz in Bezug 
auf die AD-Pathologie darstellt.Der Aβ42/Aβ40-Quotienten ist ein Biomarker für AD und 
korreliert mit kognitiven Einschränkungen im Rahmen der Erkrankungen (Janelidze et 
al. 2016, Pauwels et al. 2009, Tabira et al. 2002). 
 
Die zelluläre Membranen ist keine homogene Struktur, sondern durch den rapiden 
Wechsel verschiedener Membranabschnitte, sogenannter Domäne, charakterisiert sind 
(Edidin 1993, 2001).  
Diese Domäne unterscheiden sich in ihrer Größe, Struktur, Lipid- und 
Proteinkomposition und Funktion (Edidin 2003, Nagafuku et al. 2003). So sind die 
Mediatoren der amyloidogenen Prozessierung, die β- und γ-Sekretase, vor allem in 
Lipid-Rafts lokalisiert und üben hier ihre Funktion aus, während die nicht-amyloidogene 
Prozessierung vor allem in non-Lipid-Raft Domänen stattfindet (Ehehalt et al. 2003). 
 
Verschiedene Studien implizieren, dass PUFAs eine sehr geringe Affinität für 
Cholesterin haben und so die laterale als auch die trans-membrane Verteilung von 
Cholesterin beeinflussen (Knapp et al. 1994, Stillwell and Wassall 2003, Wassall et al. 
2004). Wassall und Stillwell gehen weiterhin davon aus, dass die Inkorporation von 
PUFAs in zelluläre Membrane die Formierung PUFA-reicher und Cholesterin-armer 
Domäne bedingt (Wassall and Stillwell 2009). Diese desorganisierten, PUFA-reichen 
Domänen stellen die „Antithese der organsierten Lipid-Rafts“ da (Wassall and Stillwell 
2009). Nach der Konditionierung von Zellen mit DHA konnte demonstriert werden, dass 
Cholesterin und PS1 von den Lipid-Raft zu den Non-Raft-Domänen verschoben werden 
und es zu einer reduzierten BACE1-Internalisierung kommt (Grimm M. O. et al. 2011c, 




Die Inkorporation von längeren Fettsäuren in die Zellmembran erhöht sowohl die Dicke 
der Zellmembran als auch den Raum, der pro Molekül eingenommen wird (Cornell and 
Separovic 1983, Ipsen et al. 1990, Lewis B. A. and Engelman 1983). Winkler et al. konnte 
in diesem Kontext demonstrieren, dass die Synthese von Aβ42/Aβ43 durch eine erhöhte 
Membrandicke inhibiert wird (Winkler et al. 2012). 
 
Neben der Aβ-Synthese scheinen PUFAs, wie DHA, einen positiven Effekt auf die Aβ-
Aggregation und Aβ-induzierte Zelltoxizität auszuüben (Hashimoto et al. 2009, 
Hashimoto et al. 2008).  
 
 
Abbildung 51: Zusammenfassung der möglichen Mechanismen.  
Es ist eine Vielzahl möglicher Effekte in der Literatur beschrieben. In dieser Arbeit konnte vor allem ein  
direkter Effekt auf die β- und γ-Sekretase demonstriert werden. 
Die beobachteten Effekte der verwendeten Lipidextrakte auf die APP-Prozessierung 
scheinen vor diesem Hintergrund äußerst plausibel. Die Lipidextrakte der AICD-
defizienten Zellen sind durch einen erhöhten PUFA/MUFA- und PUFA/SFA-Quotienten 
sowie einer erhöhten DHA-Konzentration charakterisiert (4.1.3).  
 
Abschließend soll in diesem Kontext der Mechanismus einer positiven Rückkoppelung 
diskutiert werden. 
Genwirksames AICD fällt insbesondere durch die amyloidogene Prozessierung von APP 
an (Belyaev et al. 2010).  
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AD wird durch eine Akkumulation von amyloiden Plaques und Aβ charakterisiert, wobei 
diese Akkumulation in einer gesteigerten amyloidogenen APP-Prozessierung begründet 
sein kann (Selkoe et al. 1996). Der vermehrte Anfall von genwirksamen AICD führt zu 
einer genregulatorischen Inhibition der FADS-Gene, wodurch es zu einer verringerten 
Expression der Desaturasen kommt.  
Die hieraus resultierende reduzierte Desaturasen-Wirkung hat eine Veränderung der 
Lipidkomposition zur Folge, wobei der Anteil der ungesättigten Fettsäuren abnimmt und 
der Anteil der gesättigten Fettsäuren zunimmt.  
 
Dies führt durch die Inkorporation gesättigter Fettsäuren zu einer Modifizierung der 
physikalischen Eigenschaften der Zellmembran und über eine direkte Wirkung auf die 
Aktivität der β- und γ-Sekretase zu einer Potenzierung der amyloidogenen 
Prozessierung. Hierdurch fällt vermehrt genwirksames AICD an und der Kreislauf 
wiederholt sich.  
Diese positive Rückkoppelung scheint insbesondere im Kontext der amyloiden Kaskase 
plausibel. Die amyloide Kaskade geht von einer initialen Dysregulation des Aβ-
Metabolismus aus, wobei Aβ akkumuliert und es als Folge zu einem komplexen 
Krankheitsgeschehen, inklusive der Entstehung der Tau-Pathologie und kognitiven 
Funktionsverlust, kommt (Tanzi and Bertram 2005).  Hierbei würde es infolge der 
dysregulierten APP-Prozessierung zu einem vermehrten Anfall genwirksamen AICD 
kommen, das über eine Inhibierung der FADS zu einem veränderten Lipidprofil führt und 
die amyloidogene Prozessierung stimuliert. Die Potenzierung der amyloidogenen 
Prozessierung führt in diesem Fall zu einer Akzentuierung der AD-Pathologie durch 





Abbildung 52: Ein sich selbst erhalltener Mechanismus 
Im Kontext dieser Arbeit soll ein sich selbst erhaltender (Feed-Forward) Mechanismus postuliert werden, 
der sich über eine genregulatorische Inhibierung der FADS durch AICD, eine Veränderung des Lipidprofils 
und eine daraus folgende Potenzierung der amyloidogenen APP-Prozessierung durch einen direkten Effekt 
auf die APP-prozessierenden Sekretasen selbst unterhält. 
Es ist aber ebenfalls denkbar, dass der hier postulierte Feed-Forward Mechanismus als 
Konsequenz einer unverhältnismäßigen Diät gesättigter Fettsäuren resultiert: Diätarisch 
aufgenommene Fettsäuren werden regelhaft in zelluläre Membranen, wie auch in 
Neuronen inkorporiert (Abbott et al. 2012). Tatsächlich wurde die diätarische Aufnahme 
von Fettsäuren als bedeutendster Einflussfaktor der Lipidkomposition der Zellmembran 
identifiziert (Abbott et al. 2012).  Eine Veränderung des Lipidprofils durch die Integration 
gesättigter Fettsäuren modifiziert die physikalischen Eigenschaften der Zellmembran 
und potenziert die Aktivität der β- und γ-Sekretase. Dies initiiert die hier beschriebene 
positive Rückkoppelung und resultiert in der für AD charakteristischen Aβ-Akkumulation. 
Diese Theorie wird durch die Identifikation der gesättigten Fettsäuren als Risikofaktor 
gestützt, so wurde im Rahmen der Rotterdam-Studie demonstriert, dass kardiovaskuläre 
Risikofaktoren als auch die erhöhte Einnahme von Fett, gesättigten Fettsäuren und 






Abbildung 53: Bedeutung der Diät im Kontext eines Feed-Forward Mechanismus: 
Die Aufnahme gesättigter Fettsäuren über die Diät modifizert ebenfalls die zelluläre Lipidkomposition und 
ist als Initiator des beschriebenen Mechanismus der positiven Rückkoppelung. 
In Bezug auf die AD-Erkrankung und ihre Inzidenz stellt dies einen weiteren 
Mechanismus da, durch den eine „ungesunde“ Diät einen negativen Einfluss auf die 
Erkrankungswahrscheinlichkeit mit AD hat. Die Inkorporation gesättigter Fettsäuren 
durch die Diät bedingt eine veränderte Lipidkomposition. Diese veränderte 
Lipidkomposition führt über eine Steigerung der amyloidogenen APP-Prozessierung zu 
einer reduzierten FADS-Aktivität und somit zu einer weiteren Modifizierung der 
Lipidkomposition. Ein sich selbst erhaltender Kreislauf entsteht. 
 
5.5. Überlegungen und therapeutisches Potenzial 
5.5.1. Die Studienlage und das therapeutischen Potential von PUFAs 
Die Studienlage im Kontext der PUFA-Supplementation bei AD ist heterogen. Einige 
epidemiologischen Studien konnten einen positiven Effekt demonstrieren (Cole and 
Frautschy 2010, Morris 2009), während andere Studien, so auch die Rotterdam Studie, 
keinen Effekt beobachtet haben (Engelhart et al. 2002).  
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Der Einsatz von PUFAs in der Therapie von Patienten mit subjektiven 
Gedächtnisproblemen zeigte ebenfalls keine Wirkung (Andrieu et al. 2017). Sowohl eine 
Cochrane Meta-Analyse von 2012 (Jose Gagliardi 2012, Sydenham et al. 2012) als auch 
eine aktuelle Cochrane Meta-Analyse (Burckhardt et al. 2016, Phillips 2017) konnten 
keinen eindeutigen Nutzen einer DHA- Supplementation in Bezug auf Demenz 
feststellen. Dennoch zeigten DHA und verschiedene PUFAs in zahlreichen 
experimentellen Untersuchungen positive, bzw. protektive Eigenschaften in Bezug auf 
AD.  
Diese Diskrepanz könnte in der Prozessivität der γ-Sekretase begründet sein: Wie 
(Holmes O. et al. 2012) und (Grimm M. O. et al. 2013c) bereits beschrieben, führt eine 
Behandlung mit DHA zu einer signifikanten Reduktion der Aktivität der γ-Sekretase und 
folglich zu einer Reduktion von Aβ40 als auch Aβ42.  
Interessanterweise scheint die Inkorporation von PUFAs aber auch die Prozessivität der 
γ-Sekretase zu verändern und es kommt zu einem veränderten Aβ42/Aβ40-Quotienten, 
wobei die Behandlung mit DHA zu einer Erhöhung dieses Quotienten führt (Holmes O. 
et al. 2012). Dies ist insofern bemerkenswert, als dass Aβ42 im Vergleich zu dem 
löslicheren Aβ40 das prädominante Peptid in amyloiden Plaques darstellt (Roher et al. 
1993). Aβ42 zeichnet sich weiterhin durch eine erhöhte Neurotoxizität und einer 
Assoziation mit oxidativen Stress aus (Butterfield and Boyd-Kimball 2004, Casas et al. 
2004, Varadarajan et al. 2001). 
 
Eine weitere Erklärung für die heterogene Studienlage ist der zeitliche Verlauf der AD. 
Die pathologische Konsequenz der Alzheimer Erkrankung ist der Untergang von 
Synpasen und der Verlust kongitiver Funktion (Davies et al. 1987, Terry et al. 1991). 
Zahlreiche therapeutische Ansätze für AD haben versucht kognitive Verluste durch die 
Beseitigung von Aβ zu beheben.  
Aducanumab ist ein humaner, monoklonaler, auf IgG1 basierender Antikörper, der mit 
hoher Affinität parenchymales Aβ erkennt (Ferrero et al. 2016). In Phase 3 Studien 
konnte Aducanumab kortikale Aβ-Level bis an den Rand der Nachweisgrenze durch 
Florbetapir PET Bildgebung reduzieren (Sevigny et al. 2016). Florbetapir ist ein 
Radiopharmazeutikum, das auf der zeitabhängigen Freisetzung von Positronen durch 
Fluorin-18 basiert (Hommet et al. 2014, Snellman et al. 2014). Florbetapir bindet 
zerebrales Aβ und gibt zeitabhängig, entsprechend der Halbwertszeit von 109,75 
Minuten, Positronen ab (Chen C. J. et al. 2015, Snellman et al. 2014). Im Mai 2019 
wurden die aktuellen Phase 3 Studien, die den Effekt von Aducanumab auf frühe Stadien 
der AD untersuchen, abgebrochen, da der primäre Endpunkt vorraussichtlich nicht 
erreicht wird (Pressemitteilung Biogen, März 2019). 
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Diese Studie ist insofern bemerkenswert und wird an dieser Stelle angeführt, da sie zeigt, 
dass immuntherapeutische Ansätze in der Lage sind Aβ-Level drastisch zu reduzieren, 
kognitive Verluste aber nicht effektiv kontrolliert werden können. Sekundäre 
Krankheitsprozesse und die unzureichende Regenerationsfähigkeit des zentralen 
Nervensystems verringern das Ansprechen der Therapie. Dies bedeutet aber auch, dass 
andere Therapieansätze, wie die Supplementation von DHA, trotz einer relevanten 
Reduktion von Aβ nur begrenzte Effekte auf die kognitive Funktion erwarten lassen 
können. Die meisten Interventionsstudien, die den Effekt von DHA auf Demenz oder AD 
untersuchten, wählten ein Patientenkollektiv im symptomatischen Stadium der 
Erkrankung (Burckhardt et al. 2016, Sydenham et al. 2012). Das Scheitern dieser 
Studien könnte in der Wahl des Patientenkollektives begründet sein und der 
Identifikation des optimalen Zeitpunktes der Therapie kommt eine entscheidende 
Bedeutung zu.  
 
Daher nimmt ein präventiver Therapieansatz weiter an Relevanz zu. Ein Problem hierbei 
ist der prolongierte, asymptomatische Krankheitsverlauf der AD.  
Präklinische Veränderungen können der klinischen Manifestation von AD Jahre bis 
Jahrzente vorrausgehen (Caselli and Reiman 2013). Der langfristige Einsatz von 
immuntherapeutischen Ansätzen zur Prävention von AD ist kaum umsetzbar. Der 
Mangel einer effektiven Idenfizierung von präklinischen AD-Patienten, unübersichtliche 
Nebenwirkungen und ökonomische Überlegungen machen einen derartigen Einsatz von 
Immuntherapeutika nur schwer vorstellbar.  
 
Dietärische Therapieansätze hingegen sind leicht umsetzbar und weitgehend 
unbendenklich in Bezug auf mögliche Nebenwirkungen.  
Daher könnte sich bei Patienten mit einem erhöhten Risiko für AD die DHA-
Supplementation in der präklinischen Phase als sinnvolle Maßnahme entwickeln. 
Tatsächlich zeigten einzelne Studien bereits begrenzten Erfolg. Ältere Patienten mit 
einem niedrigen Omega-3 Index und ohne klinische Zeichen einer Demenz-Erkrankung 
wurden über 3 Jahre mit DHA und EPA behandelt (Hooper C. et al. 2017). Patienten, die 
mit PUFAs supplementiert wurden, schnitten in der Testung der Sprachkompetenz 
signifikant besser ab als die Placebo-Gruppe, während die Testung anderer exekutiver 
Funktion zwar die PUFA-Gruppe präferierte, aber keine Signifikanz erreichte (Hooper C. 





Abbildung 54: Zeitlicher Ablauf einer möglichen AD-Therapie.  
Neben der Wahl des Therapiezeitpunktes ist die Evaluation des potentiellen 
Therapieansprechens von Bedeutung. Einzelne Studien versuchen bereits anhand des 
Omega-3 Indexes das optimale Patientenkollektiv für zukünftige Interventionsstudien mit 
PUFAs zu identifizieren (Coley et al. 2018). 
5.5.2. Überlegungen zur Rolle von Lipiden im Kontext der AD-Therapie 
Diese Arbeit stellt zwei Dinge fest: 
1.) AICD modifiziert die zelluläre Lipidkomposition und verringert den PUFA-Anteil 
insbesondere der Phosphatidylethanolamine 
2.) Das veränderte Lipidprofil reguliert die APP-prozessierenden Sekretasen über 
eine direkte Wirkung 
Vor diesem Hintergrund wäre eine Inhibition der β-Sekretase vorteilhaft in Bezug auf AD. 
Genwirksames AICD fällt insbesondere über die amyloidogene APP-Prozessierung an 
(Belyaev et al. 2010, Goodger et al. 2009) und es ist zu erwarten, dass eine Inhibition 
von BACE1 zu einer drastischen Reduktion AICD-induzierter Genexpression führt 
(Goodger et al. 2009). Folglich würde die Inhibition von BACE1 zu einer gesteigerten 
Aktivität der FADS führen und das zelluläre Lipidprofil modifizieren. Wie im zweiten Teil 
der Arbeit gezeigt wurde, reduziert ein derartiges, PUFA-reiches Lipidprofil die 
amyloidogene Prozessierung (4.2.1).  
Dennoch ist festzustellen, dass ein solcher Mechanismus für die AD-Therapie höchstens 
von untergeordneter Rolle ist, da nur ein geringer Teil der PUFAs endogen synthetisiert 
werden (Cunnane and Anderson 1997, Huang Y. S. et al. 2004). 
 
Daher ist in diesem Kontext die Bedeutung der Diät zu diskutieren.  
(Abbott et al. 2012) identifizieren die Diät als bedeutendsten Modulator der zellulären 
Lipidkomposition in Ratten unter normalen Bedingungen. Eine Beeinflussung der 
Lipidkomposition durch die Modifikation der APP-Prozessierung scheint vor diesem 
Hintergrund zweifelhaft; eine Beeinflussung der APP-Prozessierung durch die Diät 
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hingegen gewiss. Die Bedeutung der Diät, insbesondere der aufgenommenen 
Fettsäuren und des Cholesterins wurde in dieser Arbeit bereits diskutiert und belegt (2.4; 
5.2).  
 
Vor diesem Hintergrund soll der mögliche protektive Effekt einer Ernährung, die reich an 
PUFAs und DHA ist, unterstrichen werden und um die in dieser Arbeit dargestellten 
Mechanismen ergänzt werden. Durch die Aufnahme von PUFAs über die Diät kann die 
hier dargestellte positive Rückkoppelung in eine negative Rückkoppelung transformeirt 
werden: 
Die Inkorporation von diätarisch aufgenommenen, ungesättigten Fettsäuren in zelluläre 
Membrane führt zu einer Modifizierung des Lipidprofils und folglich zu einer Reduktion 
der amyloidogenen APP-Prozessierung, wodurch sowohl weniger neurotoxisches Aβ als 
auch genwirksames AICD anfallen. Hierdurch kommt es zu einer Reduktion der AICD-
mediierten genregulatorischen Inhibition der FADS und über eine Modifizierung der 
Lipidkomposition zu einer negativen Rückkoppelung. 
 
 
Abbildung 55: Therapeutisches Potenzial ungesättigter Fettsäuren.  
Die Aufnahme ungesättigter Fettsäuren durch die Diät führt zu einer Modifizierung der Lipidkomposition und 
zu einer Reduktion der amyloidogenen APP-Prozessierung. Dadurch fallen sowohl weniger potentiell 
neurotoxisches Aβ als auch genwirksames AICD an. Die daraus resultierende erhöhte FADS Aktivität führt 




Dieser Mechanismus unterstützt einen diätarischen Therapieansatz für bestimmte AD-
Patienten. Diätarische Therapieansätze zeigten bisher begrenzte Effekte in klinischen 
Studien (Grimm M. O. et al. 2017a). Aktuelle Studien konnten aber auch ermutigende 
Ergebnisse erzielen (Soininen et al. 2017). Die Inkorporation diätarischer Aspekte in 
einen multifaktoriellen Therapieansatz der AD ist vielversprechend und erfordert weitere 
Forschung. 
5.6. Einfluss von Coffein und Propentofyllin auf die APP-
prozessierenden Sekretasen 
 
Trotz des vermuteten Einflusses von PPF und Coffein auf die Entwicklung einer AD, 
bleibt der zugrunde liegende Mechanismus unklar, insbesondere für die letztere 
Substanz. Eine von Chauhan et al. durchgeführte Studie untersuchte den Effekt von 
40mg/kg KG PPF pro Tag auf transgene Mäuse, welche die schwedische APP Mutation 
Tg2576 tragen (Chauhan and Siegel 2003, Chauhan et al. 2005). Die Studie 
beobachtete eine Verschiebung der APP-Prozessierung von der amyloidogenen zur 
nicht-amyloidogenen Prozessierung, was eine verringerte Akkumulation von Aβ zur 
Folge hatte (Chauhan and Siegel 2003, Chauhan et al. 2005). 
In Analogie hierzu führte Coffein durch einen Einfluss auf die Genexpression von BACE1 
zu einer verringerten Aβ de novo Synthese (Arendash et al. 2009, Arendash et al. 2006). 
Zudem reguliert Coffein die BACE1-Degradation über eine Erhöhung der proteosomalen 
Aktivität (Fukuyama et al. 2018). Fukuyama et al. konnten außerdem zeigen, dass der 
vermutete Effekt von Coffein auf die AD durch den Röstvorgang der Bohnen reguliert 
werden kann (Fukuyama et al. 2018). 
 
Vor diesem Hintergrund soll im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von PPF und Coffein 
auf die APP-prozessierenden Sekretasen mechanistisch untersucht werden. Aufgrund 
der ähnlichen chemischen Struktur und bekannten Wirkung auf die APP-Prozessierung 
scheint ein gemeinsamer Mechanismus wahrscheinlich. Die Kenntnis eines solchen 
Mechanismus könnte helfen, eine therapeutische Option auf der Grundlage der Xanthine 
zu entwickeln. 
 
Tatsächlich unterstützen die bisher gewonnen Ergebnisse diese Vermutung. 
Zusammenfassend kann zum jetzigen Zeitpunkt festgestellt werden, dass Coffein und 
PPF die APP-prozessierenden Sekretasen beeinflussen. PPF und Coffein zeigten dabei 
eine direkte, modifizierende Wirkung auf die α- und die β-Sekretase. Die Derivate 
konnten die APP-Prozessierung von der amyloidogenen hin zur nicht-amyloidogenen 
Prozessierung verschieben. Der durch Wester-Blot Analyse bestimmet sAPPα-Gehalt in 
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mit Coffein oder PPF inkubierten SH-SHY5Y APP-Zellen stieg auf 135% und 138% 
respektiv. Gleichzeitig konnte ein Effekt auf zellulären Fragmenten durch die Inkubation 
der Derivate nachgewiesen werden. Die Inkubation mit Coffein und PPF führte jeweils 
zu einer Aktivitätssteigerung der α-Sekretase auf PNF auf 128% im Vergleich zur 
Lösungsmittelkontrolle erhöhte (4.3.1). Da die Funktion des Nukleus in PNF 
ausgeschaltet ist, sind die beobachteten Effekte auf einen direkten Effekt der Derivate 
auf die α-Sekretase zurückzuführen. Diametral hierzu war der durch Wester-Blot 
Analyse bestimmte Aβ-Gehalt der mit Coffein und PPF inkubierten SH-SY5Y Zellen auf 
80% im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle reduziert (4.3.2). Der beobachtete Effekt 
der Xanthin-Derivate auf die amyloidogene APP-Prozessierung kann auf ebenfalls auf 
einen direkten Effekt auf die β-Sekretase zurückgeführt werden. Die Aktivität der β-
Sekretase auf mit Coffein und PPF inkubierten PNF war auf 83% und 84% respektiv im 
Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle reduziert. Die γ-Sekretase und der Aβ-
Katabolismus hingegen sind nicht verändert. 
 
Die bisherigen Ergebnisse sind ermutigend. Dennoch bestehen weiterhin offene Fragen, 
wie der Einfluss der Xanthin Derivate auf die Protein-Stabilität und die Genexpression. 






























Um die Bedeutung der FADS für die Lipidhomöostase und folglich der AD Pathogenese 
zu untersuchen, sollten zukünftige experimentelle Arbeiten die Untersuchungen in ein 
Maus-Modell übertragen. Derartige FADS-knock out Maus-Modelle existieren bereits 
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Einfluss von Vitamin D auf Lyso PC 
 
LysoPC Kontrolle Vitamin D   
Intensitä
t 
% SEM % Intensität % SEM % p 
LysoPC total 1,6 100,0 16,5 1,4 85,5 37,7   
LysoPC 
saturiert 
0,962 100,000 15,167 0,854 88,736 38,599 0,922 
LysoPC 
unsaturiert 
0,626 100,000 19,594 0,504 80,473 36,211 0,882 
LysoPC CX:1 0,533 100,000 19,504 0,432 81,081 37,596 0,903 
LysoPC CX:2 0,032 100,000 18,558 0,026 80,483 31,663 0,818 
LysoPC CX:3 0,040 100,000 21,797 0,033 82,354 33,431 0,983 
LysoPC CX:4 0,010 100,000 28,230 0,006 59,674 7,571 0,170 
LysoPC CX:5 0,003 100,000 12,896 0,003 97,528 51,256 0,965 
LysoPC CX:6 0,008 100,000 36,170 0,004 46,649 17,559 0,218 
Lyso PC 06:0 0,272 100,000 24,097 0,313 114,86
5 
66,928 0,691 










Lyso PC 14:0 0,039 100,000 13,454 0,040 102,17
5 
72,426 0,721 
Lyso PC 16:0 0,262 100,000 16,734 0,220 84,246 41,490 0,956 
Lyso PC 16:1 0,117 100,000 23,791 0,094 80,766 50,894 0,982 
Lyso PC 17:0 0,010 100,000 25,872 0,011 110,61
8 
29,339 0,664 
Lyso PC 18:0 0,090 100,000 18,127 0,074 82,255 18,932 0,532 
Lyso PC 18:1 0,314 100,000 19,098 0,275 87,590 43,314 0,878 
Lyso PC 18:2 0,032 100,000 18,558 0,026 80,483 31,663 0,818 
Lyso PC 18:3 0,007 100,000 22,673 0,005 71,553 42,052 0,630 
Lyso PC 20:0 0,018 100,000 11,867 0,015 80,553 10,919 0,178 
Lyso PC 20:3 0,033 100,000 22,232 0,028 84,695 31,682 0,876 
Lyso PC 20:4 0,010 100,000 28,230 0,006 59,674 7,571 0,170 
Lyso PC 20:5 0,003 100,000 12,896 0,003 97,528 51,256 0,965 
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Lyso PC 22:0 0,022 100,000 27,962 0,014 61,188 7,709 0,095 
Lyso PC 22:6 0,008 100,000 36,170 0,004 46,649 17,559 0,218 
Lyso PC 24:0 0,069 100,000 24,697 0,039 56,137 6,833 0,046 
Lyso PC 26:0 0,085 100,000 30,245 0,049 58,221 7,919 0,181 
Lyso PC 26:1 0,056 100,000 20,284 0,037 67,138 15,298 0,123 
Lyso PC 28:0 0,057 100,000 21,465 0,035 60,123 10,635 0,088 
Lyso PC 28:1 0,047 100,000 30,236 0,026 54,754 8,988 0,099 
 
 
Einfluss von Vitamin D auf Carnitine 
 
Carnitine Kontrolle Vitamin D   
Intensität % SEM % Intensität % SEM % T-Test 
Carnitine total 101,9 100,0 13,2 110,3 108,3 6,0 0,48 
C00 3,98 100,00 22,73 3,93 98,75 22,91 0,94 
C02 14,29 100,00 12,78 18,28 127,97 44,70 0,27 
C03 8,46 100,00 17,82 7,83 92,54 14,61 0,54 
C03 OH 0,73 100,00 5,34 0,75 103,22 7,40 0,51 
C03:1 1,22 100,00 12,90 1,31 107,88 13,95 0,44 
C04 7,15 100,00 11,67 8,63 120,73 48,02 0,43 
C04 OH 1,25 100,00 20,22 1,39 111,89 9,69 0,33 
C04:1 1,44 100,00 15,07 1,38 95,86 9,19 0,66 
C05 2,59 100,00 20,31 2,46 95,00 18,63 0,73 
C05 M DC 0,65 100,00 22,55 0,56 86,67 23,94 0,45 
C05 OH 1,13 100,00 18,86 1,02 89,80 21,49 0,50 
C05:1 1,66 100,00 25,88 1,88 113,32 23,58 0,48 
C05:1 DC 0,72 100,00 23,33 0,82 113,53 17,66 0,39 
C06 1,17 100,00 12,48 1,19 101,49 2,87 0,82 
C06 OH 0,68 100,00 23,64 0,77 113,72 19,76 0,41 
C06:1 1,67 100,00 17,80 1,79 106,78 17,63 0,61 
C07 DC 1,44 100,00 7,71 1,48 102,72 18,98 0,80 
C08 1,12 100,00 17,72 1,07 95,92 13,37 0,73 
C08:1 1,45 100,00 24,24 1,44 99,70 19,18 0,99 
C09 0,98 100,00 27,24 1,04 105,46 22,35 0,77 
C10 2,33 100,00 5,15 2,46 105,66 26,14 0,69 
C10:1 12,11 100,00 20,96 11,53 95,21 42,16 0,85 
C10:2 0,92 100,00 22,71 0,96 104,06 12,03 0,76 
C12 1,27 100,00 15,28 1,82 143,83 63,47 0,23 
C12 DC 0,85 100,00 21,34 0,75 87,55 17,16 0,40 
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C12:1 8,03 100,00 18,53 8,15 101,47 37,37 0,95 
C14 1,36 100,00 40,96 1,52 112,31 32,39 0,65 
C14:1 1,15 100,00 9,62 1,25 108,49 23,60 0,53 
C14:1 OH 0,73 100,00 17,30 0,81 110,61 21,50 0,47 
C14:2 0,49 100,00 19,51 0,54 110,47 18,79 0,47 
C14:2 OH 0,65 100,00 17,48 0,73 112,21 15,39 0,33 
C16 4,05 100,00 18,52 4,73 116,87 53,29 0,57 
C16 OH 0,82 100,00 7,44 0,81 98,65 22,01 0,91 
C16:1 2,58 100,00 25,53 2,91 112,59 46,95 0,65 
C16:1 OH 0,73 100,00 26,74 0,87 119,74 15,10 0,25 
C16:2 0,58 100,00 17,70 0,65 111,92 33,26 0,55 
C16:2 OH 0,65 100,00 14,67 0,66 100,71 26,69 0,96 
C18:0 0,94 100,00 12,68 1,23 130,24 45,89 0,25 
C18:1 5,07 100,00 37,18 5,96 117,63 51,66 0,60 
C18:1 OH 0,82 100,00 10,73 1,14 140,05 40,22 0,10 
C18:2 1,99 100,00 6,99 1,82 91,33 30,06 0,59 
 
 
Einfluss von Vitamin D auf die Sphingomyeline 
 
SM Kontrolle Vitamin D   
Intensität % SEM % Intensität % SEM %   
SM total 3,5 100,0   2,8 80,7   0,1 
SM saturiert 2,1 100,0 14,5 1,7 80,0 9,9 0,1 
SM 
unsaturiert 
1,4 100,0 15,5 1,1 81,7 14,9 0,2 
SM CX:1 1,1 100,0 15,4 0,9 83,1 15,8 0,2 
SM CX:2 0,1 100,0 20,1 0,0 71,2 12,3 0,2 
SM CX:3 0,1 100,0 22,3 0,0 69,9 10,0 0,1 
SM C14:1 OH 0,0 100,0 21,8 0,0 68,1 10,1 0,0 
SM C16:0 0,9 100,0 19,2 0,7 82,1 12,4 0,1 
SM C16:1 0,1 100,0 15,8 0,1 78,9 11,3 0,1 
SM C16:1 OH 0,1 100,0 8,3 0,1 83,3 15,0 0,2 
SM C18:0 1,0 100,0 5,7 0,8 77,8 6,7 0,1 
SM C18:1 0,2 100,0 3,7 0,2 78,5 11,2 0,1 
SM C20:2 0,1 100,0 28,1 0,0 71,2 6,3 0,1 
SM C22:1 OH 0,1 100,0 0,8 0,1 92,9 22,4 0,7 
SM C22:2 OH 0,2 100,0 7,6 0,1 81,6 14,7 0,3 
SM C22:3 0,1 100,0 14,3 0,0 69,9 10,0 0,1 
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SM C24:0 0,2 100,0 12,0 0,1 82,6 15,8 0,2 
SM C24:1 0,5 100,0 10,4 0,4 84,6 18,4 0,3 
SM C24:1 OH 0,0 100,0 3,5 0,0 85,6 14,1 0,2 
SM C26:0 0,0 100,0 22,1 0,0 84,8 19,4 0,3 
SM C26:1 0,1 100,0 8,1 0,0 83,8 17,6 0,2 
 
Auswertung der Carnitine  


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Auswertung der Carnitine 
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Auswertung der Sphingomyeline 

















































































































































































































































































































































































































Auswertung der Sphingomyeline 
MEF ΔΔC50 und MEF ΔΔ mock 
Metab
olit 
d/d 
mo
ck 
(Pij
et 
et 
al.) 
d/d 
mo
ck 
(2) 
MW Stab
wM 
%M
W 
%Stab
wM 
Metab
olit 
d/d 
C50 
(Pij
et 
et 
al.) 
d/d 
C50 
(2) 
MW Stab
wM 
%M
W 
%Stab
wM 
ttest 
SM 
C14:1 
OH 
0,0
25 
0,0
11 
0,0
18 
0,007 100,0
00 
38,044 SM 
C14:1 
OH 
0,0
40 
0,0
27 
0,0
33 
0,006 181,9
94 
34,305 0,25
06 
SM 
C16:0 
0,7
29 
0,3
51 
0,5
40 
0,189 100,0
00 
34,933 SM 
C16:0 
1,0
23 
0,6
46 
0,8
35 
0,189 154,5
75 
34,964 0,38
46 
SM 
C16:1 
0,0
59 
0,0
25 
0,0
42 
0,017 100,0
00 
41,026 SM 
C16:1 
0,1
16 
0,0
68 
0,0
92 
0,024 221,0
08 
57,999 0,23
06 
SM 
C16:1 
OH 
0,0
18 
0,0
08 
0,0
13 
0,005 100,0
00 
39,215 SM 
C16:1 
OH 
0,0
24 
0,0
14 
0,0
19 
0,005 144,5
44 
35,870 0,49
02 
SM 
C18:0 
0,1
84 
0,1
37 
0,1
61 
0,023 100,0
00 
14,599 SM 
C18:0 
0,2
91 
0,1
34 
0,2
13 
0,079 132,1
00 
48,944 0,59
39 
SM 
C18:1 
0,0
19 
0,0
15 
0,0
17 
0,002 100,0
00 
12,123 SM 
C18:1 
0,0
27 
0,0
14 
0,0
21 
0,007 124,6
98 
39,571 0,61
12 
SM 
C20:2 
0,0
09 
0,0
03 
0,0
06 
0,003 100,0
00 
47,313 SM 
C20:2 
0,0
11 
0,0
06 
0,0
09 
0,002 146,3
54 
38,019 0,52
48 
SM 
C22:1 
OH 
0,0
45 
0,0
23 
0,0
34 
0,011 100,0
00 
32,981 SM 
C22:1 
OH 
0,0
56 
0,0
28 
0,0
42 
0,014 123,7
90 
40,222 0,69
23 
SM 
C22:2 
OH 
0,0
44 
0,0
21 
0,0
33 
0,011 100,0
00 
34,656 SM 
C22:2 
OH 
0,0
41 
0,0
24 
0,0
32 
0,009 97,60
7 
25,888 0,96
09 
SM 
C22:3 
0,0
22 
0,0
08 
0,0
15 
0,007 100,0
00 
47,541 SM 
C22:3 
0,0
30 
0,0
17 
0,0
24 
0,007 159,9
37 
45,544 0,45
87 
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SM 
C24:0 
0,2
06 
0,1
13 
0,1
60 
0,046 100,0
00 
29,087 SM 
C24:0 
0,2
28 
0,1
24 
0,1
76 
0,052 110,1
69 
32,564 0,83
75 
SM 
C24:1 
0,3
79 
0,2
34 
0,3
07 
0,073 100,0
00 
23,731 SM 
C24:1 
0,3
32 
0,1
74 
0,2
53 
0,079 82,54
0 
25,638 0,66
68 
SM 
C24:1 
OH 
0,0
13 
0,0
10 
0,0
11 
0,001 100,0
00 
12,812 SM 
C24:1 
OH 
0,0
16 
0,0
08 
0,0
12 
0,004 107,6
33 
35,974 0,86
00 
SM 
C26:0 
0,0
21 
0,0
11 
0,0
16 
0,005 100,0
00 
29,313 SM 
C26:0 
0,0
27 
0,0
13 
0,0
20 
0,007 125,0
06 
43,706 0,68
15 
SM 
C26:1 
0,0
26 
0,0
19 
0,0
23 
0,004 100,0
00 
15,752 SM 
C26:1 
0,0
23 
0,0
11 
0,0
17 
0,006 74,63
9 
26,542 0,49
76 
Summ
e 
1,7
99 
0,9
90 
1,3
94 
0,405 100,0
00 
29,021 Summ
e 
2,2
85 
1,3
09 
1,7
97 
0,488 128,8
53 
35,004 0,59
06 
 
